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A membranous enzyme not yet described in the state-of-the-art can be extracted ftom cellular membrane fractions of blood leukocvies 
l^^J!^r?'^l^'^'^t^' Also disclosed Is the use of substrates of this enzyme to piepaie medicaments ^Ton^n 
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ta^et cells with said substances. Also disclosed are in-vitro research systems containing this enzyme used to detect other substrates of this 



enzyme. 
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5 LlProSPALTENDES ENZYM 

Der lipidspaltende Enzymkomplex (Lipid-Cleavage-Enzym; LCE) und seine Analoga, 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung^ sind bisher nicht beschri^ene, membranstandige 
En^me, die z. B. aus Zellmembranfiaktionen von humanen peripheren Blutleukozyten 

10 Oder humanen Makrophagen isolieit werden kOnnen, und die Konjugate von pharmako- 
logisch aktiven Substanzen, die an ein lipidartiges Trftgermolekal gebunden sind, unter 
Freisetzung der pharmakologisch aktiven Substanz oder dessen Monophosphat spalten. 
AuBerdem betri£ft die Erfindung die Verwendung dieser Konjugate, die als Substrate 
dieses Enzymkomplexes dienen, zur Herstellung von Arzneimitteln, wobei die Arzneimittel 

15 diese Konjugate als pharmazeutischen WirkstoflF enthalten. Die Arzneimittel eignen sich 
zur gezielten Freisetzung und Anreichening von pharmakologisch aktiven Substanzen in 
entsprechenden Zielzellen. Gegenstand der Erfindung sind femer In-vitro- 
Untersuchungssysteme, die diesen Enzymkomplex enthalten, zur Auffindung von weiteren 
Substraten dieses Enzymkomplexes, sowie Untersuchungssysteme zur Auffindung von 

20 LCE-Anaioga. Unter LCE wird sowohl der Enzymkomplex, isoliertes Enzym und 
mdgliche Isoenzyme verstanden. 

Die Therapie bdsartiger Neoplasien (z. B. Karzinome, Saikome, Hamoblastosen, 
hamatologische Neoplasien), entzundlicher Eilcrankungen oder Autoimmunerkrankungen 
soivie von durch Viren oder Retroviren hervorgerufenen Erkrankungen, wie beispielsweise 

25 von AIDS» ARC (AIDS related complex), Cytomcgalie, Herpes oder Hepatitis, ist neben 
der unzureichenden Wirksamkeit der eingesetzten therapeutischen Wirkstoffe haufig mit 
deren extremen Nebenwirkungen verbunden. Dieser EfiTekt ist mit der zu geringen In-vivo- 
Selektivitat bzw, der eingeschr^nkten therapeutischen Breite der eingesetzten 
pharmakologisch aktiven Substanzen zu erklfiren. Die giuistigen pharmakologischen In- 

30 vitro-Eigenschaften der pharmakologisch aktiven Substanzen sind oft nicht auf die In- 
vivo-Verhaltnisse ubertragbar. 
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Seit Jahren versucht man deshalb durch Modi&ierung der chemischen Stmktur von phar- 
makologisch aktiven Substanzen neue Substanzen zur Verfiigung zu stellen, die verbes- 
serte Eigenschaften hinsichtlich der therapeutischen Breite aufweisen. Femer werden oft 
neue phannazeutische Darreichungsformen mit dem Ziel entwickelt, die aktiven Substan- 
5 zen gezielt an ihren Wirkungsort zu transportieren, an dem sie ihre therapeutische 
Wirkung entfalten soUen. Dabei soil insbesondere die unenvunschte Wechselwirkung mit 
gesunden Zellen vermieden werden. Im Falle von Tumorzellen, die entsprechende Ober- 
flachenantigene besitzen, warden beispielsweise Antikdrper hergestellt, die diese speziellen 
Oberflachenantigene erkennen und somit gezielt an die Krebszelle binden. Die Antikdrper 

10 sind mit geeigneten Toxinen derart modifiziert, dafi nach erfolgter Bindung an die 
Krebszelle das Toxin freigesetzt und die Krebszelle mortalisiert wird. Eine andere 
. Alternative zur Verbessening der therpeutischen Breite besteht darin, durch geringfugige 
Modifizierung der pharmakologisch aktiven Substanz, beispielsweise durch Herstellung 
von Saure- oder Basenadditionssalzen oder durch Herstellung von einfachen Estem 

15 [beispielsweise FettsSureester; J. Pharm. Sci, 79, 531 (1990)], die physikalischen 
Eigenschaften der zugrundeliegenden aktiven Substanz derart zu ver&ndem, daB die 
Ldslichkeit oder Vertr&glichkeit der aktiven Substanz verbessert wird. Diese geringfugig 
chemisch modifizierten Verbindungen werden oft auch als sogenannte *Trodrugs" 
bezeichnet, da sie beim Kontakt mit Korperflussigkeiten oder in der Leber (first pass- 

20 Metabolismus) nahezu unmiUelbar in das eigentliche therapeutisch aktive Agens um- 
gewandelt werden. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende technische Problem bestand darin, ein 
neues Target aufinifinden, das mOglichst spezifisch auf oder in Zellen vorkommt die ein 

25 Zielobjekt f&r die Verabreichung von pharmakologisch aktiven Substanzen darstellen. Das 
Target soUte mit entsprechenden pharmazeutischen "^irkstofTen in Wechselwirkung treten, 
so daB die Wirkstofife m6glichst spezifisch zu diesen Zielzellen transportiert, von diesen 
erkannt, gebunden und aufgenommen werden konnen. Der pharmazeutische WirkstofF 
sollte dabei im wesentlichen aus zwei Bestandteilen aufgebaut sein, wobei der erste 

30 Bestandteil fur die Erkennung und Wechselwirkung mit dem Target verantwortlich ist 
(ligandspezifischer Teil) und der zweite Bestandteil die eigentliche aktive Substanz 
(wirkstoflFspezifischer Teil) darstellt, der erst dann seine Wirkung entfaltet, wenn die spezi- 
fische Bindung an das Targetmolekul und die intrazellulare Abspaltung des eigentlich 
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aktiven Agens oder dessen Monophosphates erfolgt ist. Dadurch soU die imerwunschte 
Freisetzung der pharmakologisch aktiven Substanz in den K6rperflttssigkeiten vermieden 
werden, so daB gesunde Zellen nicht durch das pharmakologisch aktive Agens negativ 
beeinfluBt und unenvunschte Nebenwirkungen weitgehend vermieden werden. Der fur 
5 diesen Zweck fiir die Herstellung der Arzneiform verwendete pharmazeutische Wirkstofif 
sollte hierfoei einerseits als Ligand fiir das Target dienen und andererseits das eigentliche 
aktive pharmakologische Agens enthalten, wobei dieses insbesondere auch auf Basis von 
bereits bekannten pharmazeutischen Wirkstmkturen beruhen kann, deren therapeutische 
Breite auf diese Wdse signifikant verbessert werden soil. 

10 

Uberraschendenveise wurde nun gefimden, daB sich als Target LCE eignet, wobei LCE 
vonviegend auf oder in malignen, aktivierten oder virusinfizierten Zellen, insbesondere auf 
humanen peripheren Blutleukozyten, Makrophagen, Nieren-, Nebennieren- oder 
Ovarialzelien, Zellen des lymphatischen Systems oder der lymphoiden Organe oder Zellen 

15 des Gehims lokalisiert ist. Dieser Enzymkomplex und seine Analoga werden im folgenden 
auch kurz als LCE bezdchnet. LCE zdgt Oberraschenderweise keine uber alle Organe 
verteilte gleichnULBige statistische Verteilung, sondem ist vonviegend in Membranen von 
bestimmten Zellen zu beobachten, die als Zielobjekt fUr die Verabreichung von 
pharmakologisch aktiven Substanzen in Frage konunen. In Herz-, Knochenmark- und 

20 Leberzellen konnte cine veigletchsweise nur sehr geringe EnzymaktivitSt festgesteilt 
werden. Die Homogenat- bzw. Membranfraktionen der zur Isolierung des LCE ver- 
wendenten Zellen, Organe oder Gewebe zeigen verschiedene spezifische Aktivitaten oder 
Affinitaten des LCE, wobei in aktivierten Zellen die spezifische Aktivitat oder die Afiinitat 
stark erhdht sind im Vergleich zu nicht-aktivierten Zellen. Dies l^t sich fur humane 

25 periphere Blutleukozyten-, Lymphozyten und Granulozyten sowie fiir humane und nicht- 
humane bzw. murine mononukleHre Zellen, wie z. B. Monozyten/Makrophagen belegen. 

LCE zeichnet sich uberraschenderweise dadurch aus, daB es als Substrat lipidahnliche 
Verbindungen zwischen dem Lipidgrundgerust und der Verbilickungsstruktur einer 
30 kovalent an diese Brucke gebundenen, physiologisch aktiven Substanz spaltet. Derartige 
Substrate kdnnen durch die allgemeine Formel I 
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umschrieben werden, wobd L fUr einen Lipidrest, B eine BrQcke und D fur eine 
pharmakologisch aktive Substanz steht bzw. B-D ein Wiilcstofilphosphonat darstellt. 
Uberraschendenveise besitzen die phaimazeutischen WirkstofFe der Forme! I im Vergleich 
zu den pharmakologisch aktiven freien bzw. umnodifizierten Substanzen D oder -B-D 
5 eine grdBere therapeutische Breite. Sie verbessem daniberhinaus oft deren Verweilzeit im 
Korper, die Bioverfiigbarkeit oder die oft als kritischer Faktor bekannte 
Membrang^gigkeit (z.B. Blut-Him-Schranke, Zellmembranen, etc.) der pharmakologisch 
aktiven Substanzen. Substrate der Formel I dienen somit als Trdgersystem (Carrier) fiir die 
pharmakologisch aktive Substanz. Die Konjugate der Formel I konnen hinsichtlich ihrer 

10 Funktion als intrazellulares Dnig-Storage-, Drug-Targeting- und Drug-Delivery-System 
bezeichnet werden. Sie bewirken, daB die pharmakologisch aktive Substanz oder deren 
Prodrugform nach oraler Applikation intrazellular fi-eigesetzt wird, wobei diese 
Freisetzung in vorteilhafter Weise nicht unspezifisch in alien Zellen, Organen oder 
Geweben des Korpers stattfindet, sondem gezielt in solchen Zellen, die das LCE in der 

15 Zellmembran oder auch teilweise intrazellular enthalten. Besonders uberraschend ist je- 
doch, dafi die Spaltung nicht bereits schon wilhrend des Transportes des Substrates durch 
die Korperfltissigkeiten, wie z.B. Blut, Serum oder Lymphflassigkeit oder durch die 
Leber, erfolgt, sondem erst an oder in den entsprechenden Zielzellen. Auf diese Weise 
wird das unerwunschte Ausscheiden des Spaltproduktes durch die Niere oder Spaltung 

20 des Substrates in der Leber vermieden, so dafi der weitaus grdfite Teil des Wirkstoffes an 
die jeweiligen Zielzellen transportiert wird. Derartige Zellen sind, wie oben bereits 
erwahnt, insbesondere pathophysiologisch oder physiologisch aktivierte Zellen, die als 
Zielobjekt fiir die Verabreichung von pharmakologisch aktiven Substanzen in Frage 
kommen, wie beispielsweise Blutleukozyten, Lymphozyten, Makrophagen und andere 

25 Zelipopulationen des inmiunologisch lymphatischen Systems. Insbesondere handelt es sich 
hierbei urn aktivierte Zellen (z.B. Makrophagen, Granulozyten, Lymphozyten, 
Leukozyten, Thrombozyten, Monozyten etc.), die beim jeweiligen Krankheitsgeschehen 
eine pathologische, physiologische, pathophysiologische oder symptomatische Rolle 
spielen. 

30 

Bei LCE handelt es sich um einen bisher noch nicht beschriebenen Enzymkomplex. Er 
zeichnet sich insbesondere dadurch aus, dafi er als Substrat die Verbindung (3 -Desoxy-3 - 
azidothymidin)-5-phosphorsfiure-(3-dodecyl-mercapto-2-decyloxy)-propylester (nach- 
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folgend kurz als AZT-DMDOPE bezeichnet) zu 3'-Desoxy-3'-azidotitymidin-mono- 
phosphat und (3-dodecylmercapto-2-decylo7Qr).propanol (DMDOP) spaltet. Ein weiteres 
bevorzugtes Substrat von LCE ist die Verbindung (3'-Desoxy-3'-fluorthymidin)-5'-phos- 
phorsaure-(3-dodecyImercapto-2-decyloxy)-propylester (FLT-DMDOPE), das zu 3- 
5 Desoxy-3 -fluorthymidin-5**inonophosphat und DMDOP gespalten wird. Altemativ wird 
auch (5-Fluoniridin)-5'-phosphors&ure-(3-dodecylniercapto-2-decyloxy)-propylester (5- 
FU-DMDOPE) zu (5-Fluonjridin)-5'-monophosphat (5-FU-MP) und DMDOP gespalten. 

Die hergestellten LCE-haltigen Praparationen sind frei von Phospholipase C. Dies konnte 
10 sowohl durch verschiedene Kationenabhangigkeit der LCE-Aictivit^t, wie durch 
Phospholipase C-spezifische Inhibitoren, die LCE nicht inhibteren, gezeigt werden. 

Zur Bestimmung des Umsatzes von AZT-DMDOPE durch Zellhomogenate, Membran- bzw. 
Zytosolfraktionen, vorzugsweise von verschiedenen humanen Zelltypen, wurde ein Enzym- 
1 5 Assay etablieit (Beispiel 6). 

Das Testprinzip beniht auf ciner Spaltung der Muttersubstanz durch das LCE in AZT-MP 
und den korrespondierenden Thioetheriipidtcil [l^C]- AZT-DMDOPE und nichtradioaktiv 
markiertes AZT-DMDOPE wurden hierfiir eingesetzt. Der ThioetherBpidmetaboUt 
20 DMDOP wurde aus den Ansatzen extrahiert (Beispiel 7) und die Menge an radioaktiv 
markierter Substanz im Fliissigkeits-Szintillations-Analysator gemessen. Da eine definierte 
Menge an [^^c]. AZT-DMDOPE im Enzym-Assay eingesetzt wurde konnte der UmsaU 
der enzymatischen Spaltung bestinunt werden. 

25 Das Enzym wird vorzugsweise aus humanen peripheren Blutleukozyten, die zuvor durch 
PHA Oder andere Stimulantien (z.B. Cytokine, etc.) aktiviert wurden, oder aus murinen 
Nierenzellen isoliert. Aus vorlflufigen Untersuchungen ergibt sich ein Molekulargewicht 
von etwa 120.000 - 160.000, bestimmt nach der SDS-PAGE-Methode. Zellen, die dieses 
Enzym enthalten, konnen auf einfeche Weise dadurch identifiziert werden, indem sie unter 

30 geeigneten Testbedingungen mit einer LOsung von AZT-DMDOPE oder FLT-DMDOPE 
versetzt werden und die Spaltprodukte AZT-monophosphat bzw. FLT-monophosphat 
Oder DMDOP nachgewiesen werden, beispielsweise durch dunnschichtchromatographi- 
sche Methoden oder im Fall von radioaktiv markierten Proben durch szintillatographische 
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Verfahren (siehe Beispiele 4 - 7). Im Gegensatz zu den biochemisch verwandten Phospho- 
lipasen C oder -D wird das LCE nicht durch bekaimte Inhibitoren von Phospholipase C 
Oder -D gehemmt oder durch Aktivatoren von Phospholipase C oder *D aktiviert. Im 
Gegensatz zu Phospholipase C wird das Enzym durch die Substanz D 609 (Tricyclodecan- 
5 9-yl-xanthogenat; Ci 1H1SOS2 K) aktiviert, wahrend D 609 Phospholipase C inhibiert. 

Intrazellul^es AZT zeigt in seiner nichtphosphorylierten Form keine inhibitorische Wirkung 
auf die virale reverse Transkriptase (RT) (Nakashima et al., 1986, Antimicrob. Agents 
Chemother. 30, 933-937; Mitsuya et al., 1985, Proc. Natl. Acad.Sci. USA 82, 7096-7100). 

10 Durch die intrazellul&ren Enzyme Thymidin-Kinase, Thymidilat-Kinase und Pyrimidin- 
Nukleosid-Diphosphat-Kinase (Yarchoan et al., 1989. N. Engl. J. Med. 321, 726-738; 
Toyoshima et al., 1991, Anal. Biochem. 196 . 302-307) wird das Strukturanalogon von 
Thymidin durch sukzessive Phosphorylierung uber AZT-MP und AZT-DP in das 
therapeutisch wirksame, RT inhibierende AZT-TP Qberfiihrt. AZT-DMDOPE, als 

15 Thioetherlipid-AZT-Konjugat, kdnnte durch intrazelluliUre enzymatische Spaltung in AZT 
oder direkt in die bereits phosphorylierte Form AZT-MP tiberfiihrt werden. In Beispiel 8 
werden die intrazelluliLren Konzentrationen an phosphoryliertem und nichtphosphoryliertem 
AZT nach Inkubation mit &quipotenten Konzentrationen an AZT-DMDOPE und AZT 
bestimmt. 

20 

Der Enzymkomplex und seine Analoga zeigen femer in verschiedenen Spezies (z. B. 
Mensch, Maus, Ratte, Hund, A£fe) keine gleichmaBige statistische Organverteilung, 
sondem sind nur in den Membranen von bestimmten Zellen, Organen oder Geweben 
vorzufinden, die als Targetzellen f&r spaltbare Konjugate der Formel I dienen. Die 
25 natiirlichen Substrate dieser Enzyme sind bislang noch unbekannt. In zytosolischen 
Fraktionen liegt die LCE-Aktivitat immer unter oder gerade an der Nachweisgrenze. Sehr 
geringe Aktivit&t ist z.B. auch in Knochenmarkzellen festzustellen, was auf eine sehr 
geringe oder sogar g^nzlich fehlende Knochenmarktoxizitat der als Substrate des LCEs 
eingesetzten pharmazeutischen Wirkstoffe der Formel I schlieOen laBt. 

30 

Die LCE-Aktivit&t zeigt eine lineare Protein- und Zeitabhangigkeit, eine spezifische 
Abhangigkeit von Metallkattonen (Inhibierung durch Ca^'. Zn^*^ und Mn^"*") und eine 
klassische Michaelis-Menten-Kinetik (Substratabhangigkeit) (Beispiel 9). Neben der 
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hOheren Akthdt&t des Enzymkomplexes in akttvierten ZeUen zeigt sich unter diesen 
Bedingungen auch eine hdhere Affinit&t des LCE zum Substrat. 

Das isolieite oder aus Membranfraktionen stark angereicherte LCE laflt sich auch zum 
6 Screening auf neue, potentiell spaltbare Substrate oder auch naturlicherweise 
vorkommende Substrate einsetzen. Die so gefiindenen Substrate konnen dann 
weitergehend untersucht werden hinsichtlich ihrer essentiellen Strukturmerkmale, die fiir 
die Erkennung des Substrates und die Bindung an LCE erforderlich sind. Derartige 
identifizierte Stniktureigenschaften kdnnen dann verwendet werden, urn chemisch modifi- 
10 zierte Substrate herzustellen, die diese essentiellen Merkmale enthalten, sowie daruber hin- 
aus gedgnete funktionelle Gruppen, die sich zur Kopplung mit phannakologisch aktiven 
Substanzen eignen. 

Auch ein Screening auf Inhibitoren oder Aktivatoren des Lipid-Cleavage-Enzym ist somit 
15 moglich. 

Diagnostisch kann das isolierte oder stark angereicherte Enzym eingesetzt werden, wenn 
beispiclsweise gesteigerte oder reduzierte Lipid-Cleavage-Enzym-Aktivitftten zu patholo- 
gischen Verandeningen in vitro oder in vivo fiihren, oder mit diesen pathologischen Ver- 
20 ftnderungen entsprechende Erkrankungen oder Krankheitssymptome einhergehen. 

Ebenso kann das LCE zur Herstellung von diagnostischen Mitteln eingesetzt werden, die 
dazu verwendet werden, um bei der Verabreichung der pharmazeutischen WirkstoflFe an 
Patienten die Spaltung dieser Substrate zu priifen, was zur spezifischen und individuellen 
25 Anpassung der Therapiemodalit&ten bei diesen Patienten fiihrt (Drugmonitoring). 

Rekombinantes LCE kann nach wohletablierten Verfahren hergestellt werden, indem von 
LCE Oder LCE-Fragmenten die Aminos&uresequenz bestimmt wird und mit entsprechend 
konstruierten Oligonukleotid "probes" eine menschliche oder andere Saugetier-Genbank 
30 abgesucht wird. Das gefundene Gen wird dann durch einen entsprechenden Vektor in 
einem prokaryotischen und enkaryotischen Zellsystem exprimiert. Das rekombinante LCE 
kann dann nach in Proteinchemie bekannten Verfahren aufgereinigt werden (siehe z. B. 
Maniatis, Molecular Cloning). 
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Das LCE zeichnet sich insbesonders dadurch aus» daB es Verbindungen des allgemeinen 
TypsI 

L -B- D (I) 

5 t 

Spaltung durch LCE 

spalten kann, in dem L einen Lipidteil darsteUt, B eine Bnicke kennzeichnet und D fur eine 
pharmakologische aktive Substanz steht bzw. B-D ein Wirkstofiphosphonat bedeutet. Die 
10 sehr spezifische Spaltung erfolgt zwischen Lipidteil und Phosphatrest. Eine unspezifische 
Spaltung der Verbindungen der Formel I an anderen fiinktionellen Gruppen im Molekiil 
wird nicht beobachtet. 

Bevorzugt stellt der Lipidteil L des Konjugats der Formel I dabei folgenden Rest der 
1 5 Formel 11 dar, 

r2— Y— CH (II) 
(CH2)m — 

in dem 

eine geradkettige oder verzweigte, gesattigte oder ungesitttigte Alkylkette mit i -30 
Kohlenstofiatomen, die gegebenen&lls ein- oder mehrlach durch Halogen, C5-C7- 
Cycloaikyl, Phenyl, Cj-Cg-AIkoxy-, Ci-Cs-Alkyhnercapto-, Cj-Cg-Alkoxycar- 
bonyl-, Ci-Cg-Alkylsulfinyl- oder C]-C6-Aikylsulfonylgruppen substituiert sein 
kann, 

R^ Wasserstoff, eine geradkettige oder verzweigte, ges&ttigte oder ungesdttigte Alkyl- 
kette mit 1-20 Kohlenstofifatomen, die gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch 
Halogen, Cj-C-rCycloalkyl, Phenyl, Ci-Cg-Alkoxy-, Ci-Cg-Alkylmercapto-, C]- 
30 Cg-Alkoxycarbonyl- oder Cj-Cg-Alkylsulfonylgruppen substituiert sein kann. 



20 



25 
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X einen Valenzstrich, Sauerstoff, Schwefel, Aminocarbonyl, Oxycarbonyl, 
Carboxyamino, Carbonyloxy, Carbonyllamido, Amidocarbonyl, die Sulfinyl- oder 
die Sulfonylgruppe darstellt, 

5 Y ein Valenzstrich, Aminocarbonyl, Oxycarbonyl, Carboxyamino, Carbonyloxy, 
Carbonylamido, Amidocarbonyl, ein Sauerstoff- oder Schwefelatom ist, und 



m eine ganze Zahl zwischen 1 und 5 darstellt. 



10 In der allgemeinen Formel II bedeutet vorzugsweise eine geradkettige oder verzweigte 
Cg-Cis-Alkylgruppe, die noch durch eine Ci-C6-Alkoxy- oder eine Cj-Cg-Alkyl- 
mercaptognippe substituiert sein kann. stellt insbesondere eine Nonyl-, Decyl-, Unde- 
cyl-, Dodecyl-, TridecyU oder Tetradecylgruppe dar Als Ci-C5-Alkoxy-substituenten von 
R^ kommen vorzugsweise die Methoxy-, Ethoxy- Butoxy- und die Hexyloxygnippen in 

15 Frage. 1st R^ durch einen Ci-Cg-Alkylmercaptorest substituiert, versteht man darunter 
insbesondere den Methylmercapto-, Ethylmercapto-, Propylmercapto-, Butylmercapto- 
und den Hexylmercaptorest. 

r2 bedeutet vorzugsweise eine geradkettige oder verzweigte Cg-Cis-Alkylgnippe, die 
20 noch durch eine Cj-Cg-Alkoxygruppe oder eine Ci-Cs-Alkylmercaptogruppe substituiert 
sein kann. r2 stellt insbesondere eine Octyl-, Nonyl-, Decyl% Undecyl-, Dodecyl-, Tride- 
cyl- Oder Tetradecylgruppe dar. Als Ci-Cg-Alkoxysubstituenten von r2 kommen vor- 
zugsweise die Methoxy-, Ethoxy-, Propoxy-, Butoxy- und die Hexyloxygruppe in Frage. 
1st r2 durch einen Cj-Cs-Alkylmercaptorest substituiert, versteht man darunter insbeson- 
25 dere den Methylmercapto-, Ethylmercapto-, Butylmercapto- und Hexylmercaptorest. 

X ist bevorzugt gleich Schwefel, Sulfinyl oder Sulfonyl und Y gleich Sauerstoff. Die 
Heteroatome X und Y im Lipidteil L konnen nur in Ausnahmefallen durch die aus Lecithin 
bekannten Carbonsaureester ersetzt werden, da sonst h&ufig schon im Serum oder in der 
30 Leber (first pass-effect) eine hydrolytische SpaJtung zu den entsprechenden Lysolecithin- 
Derivaten oder Glycerolestem mit entsprechend schnellerer Elimination der pharmako- 
logisch aktiven Substanz erfolgen wiirde. Die Thioether- bzw. Etherlipide (X, Y = 0,S) 
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dieser Anmeldung zeigen diese Spaltung im Senim verschiedener Spezies, inklusive des 
Menschen, nicht. 

Bevorzugt sind auch Verbindungen, in denen X und Y einen Valenzstrich darstellen, 
5 gleich Wasserstoflf ist und eine Ci-C3o-Alkylkette darstellt, die gegebenenfalls durch 
Ci-C6-Alkoxy, oder Cj-Cg-Alkylmercapto substituiert sein kann. 

m ist bevorzugt gleich 1 oder 2 und besonders bevorzugt gleich 1. 

10 Die Briicke B umschreibt einen Valenzstrich, oder wird durch die Formel III umschrieben, 

.0.[PZ(OH)A]„. (HI) 

in der n = 1, 2 oder 3 sein kann, aber bevorzugt gleich 1 oder 2 ist und insbesondere 1, Z 
1 5 gleich O oder S, und A entweder O, S oder ein Valenzstrich, bevorzugt O ist. 

Der Lipidteil L und die Phosphatbrucke B haben die oben angegebene Bedeutung, wobei 
L bevorzugt einen Rest der Formel II darstellt und B bevorzugt eine Phosphatbrucke der 
Forme! Ill ist, Besonders bevorzugt ist eine Phosphatbrucke der Formel III mit n - 1 und 
20 ein Lipidteil der Formel. II, in dem R' und r2 einen Alkylrest mit 8-15 C-Atomen dar- 
stellen, X gleich Schwefel und Y gleich Sauerstoff ist.Weiterhin sind Verbindungen 
bevorzugt, in denen B als Phosphonat ein Bestandteil der Wirkstoffstruktur ist, wobei n = 
1 und A ein Valenzstrich ist. 

25 Der BegrifT "pharmakologisch aktive Substanz" (Bezeichnung D bzw. B-D bei 
Phosphonaten in Formel I) steht in dieser Anmeldung fur einen Wirkstoff im 
arzneimittelrechtlichen Sinne. Dieser Wirkstoff kann ein Wirkstoff eines bereits 
eingefuhrten, von Arzneimittelbehdrden zugelassenen Pharmazeutikums oder ein sich in 
der arzneimitteb-echtlichen Zulassung befindlicher Wirkstoff sein. Die Definition 

30 "pharmakologisch aktive Substanz" umfaBt auch solche Derivate von Wirkstoffen, die 
durch Einfuhrung einer oder mehrerer funktioneller Gruppen (beispielsweise solche 
Gruppen, die eine Kupplung von D mit dem Lipid-Carrier-Teil L ermoglichen, wie z.B. 
Hydroxy- oder Aminogruppen) chemisch modifiziert werden konnen. Die Definition 
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um&Bt femer die aus dem Wirkstoff D sich bildenden Prbdnigformen, die ebenfidls 
physiologisch aktiv sind. Insbesondere kommen solche pharmakologisch aktive 
Substanzen D in Frage, deren klinische Entwtcklung au^^rund unerwQnschter Neben- 
wirkungen eingestellt oder nicht begonnen wurde, bzw. die uber ein sehr enges Dosis- 
5 Wirkungs-Spektnim verfiigen, so dafi die Verabreichung der therapeutisch erforderlichen 
Menge nur mit hohen Risiken oder praktisch iiberhaupt nicht beherrschbar war. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB die therap^tische Breite einer pharmako- 
logisch aktiven Substanz D bzw. B-D im Falle von Wirkstofiphosphonaten signifikant 

10 verbessert wird, wenn die Substanz an ein lipidartiges Tr&germolekal gekoppelt wird. Das 
so hergestellte Konjugat dient als neuer WirkstofT filr die Herstellung von 
pharmazeutischen Darreichungsformen. Insgesamt resultiert aus der Kopplung eine 
verstarkte Wirkung der pharmazeutisch aktiven Substanz D bzw. B-D in vivo, da durch 
das entstehende Drug-Delivery-Transport- System eine Lokalisierung der pharmakologisch 

15 aktiven Substanz in Zielzellen erfolgt und dadurch die pharmakologisch aktive Substanz 
hinsichtlich ihrer Efiizienz gesteigert wird. Dies bedeutet, dafl einerseits die Menge der zu 
verabreichenden pharmakologisch aktiven Substanz reduziert werden kann, oder 
andererseits unter Beibehaltung der gleichen effektiven Menge eine verst^kte phar- 
makologische Wirkung erzielt wird. 

20 

Die den pharmakologisch aktiven Substanzen D bzw. B-D zugnindeliegende chemische 
Struktur kann femer derart modifiziert werden, daB die Substanzen hinsichtlich ihrer 
physikalischen oder chemischen Eigenschaften verandert sind und beispielsweise eine 
habere oder geringere Lipophilic aufweisen, jedoch hinsichtlich ihrer therapeutischen 

25 Wirkung im wesentlichen die gleichen Eigenschaften besitzen wie die unmodifizierte 
Substanz D bzw. B-D. Insbesondere ist es vorteilhafi, wenn die Substanz D durch 
EinfQhmng von fiinktionellen Gnippen chemisch derart modifiziert wird, daB sie iiber eine 
geeignete BrQcke an den Lipidteil L gekoppelt werden kann. Dies geschieht beispielsweise 
durch Einfuhrung von Hydroxygnippen, die Qber die Phosphatgruppe B an das Lipid 

30 gekoppelt werden. 

Die pharmakologisch aktive Substanz D bzw. B-D stellt eine chemische oder auf 
biologischer Basis (Antikdrper, Peptid, Protein, Hormon, Toxin etc.; INDEX 
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NOMINUM, International Drug Directory, Medpharm) aufgebaute Substanz mit 
bioiogischer Wirlcung dar, sowie deren durch Einfuhning einer funlctionellen Gruppe (z.B. 
einer Hydroxygruppe) chemisch modifizierten Derivate. Eine Voraussetzung ist, dafl die 
phartnakologisch aktive Substanz oder ihre Prodrugform uber die Spaltung des 
6 Liponukleotids durch das Lipid-Cleavage-Enzym eine "Aktiviening" durch dieses 
korpereigene Enzytn erfahren. Bevorzugt sind dabei pharmakologisch aktive Substanzen, 
die nach Spaltung durch das LCE als pharmakologisch aktives Substanzmonophosphat in 
vivo als Zwischenprodukt fungieren und durch zellulftre Enzyme weiter aufphosphoryliert 
werden, wie z.B. Nukleosid-Monophosphat zum Nukleosid-Triphosphat, oder zur freien 
10 pharmakologisch aktiven Substanz gespalten werden (siehe Beispiel 8). 

Im Sinne der Erfindung kommen insbesondere alle in vitro wirksamen, jedoch in vivo im 
therapeutischen Bereich toxischen pharmakologisch aktive Substanzen in Frage, d.h. alle 
Substanzen mit kleiner therapeutischer Breite, die iiber eine chemisch flinktionelle Gruppe 
15 zur Knupfung der kovalenten Bindung zum Phosphat verfiigen. AuBerdem konnen auch 
solche Substanzen verwendet werden, die in ihrer pharmakologisch aktiven Form zun&chst 
keine funktionelle Gruppe enthalten, diese sich jedoch durch chemische Modifikation ein- 
fiihren l&Bt, ohne daB ein Verlust der Wirkung der Substanz eintritt. 

20 Bevorzugt werden solche pharmakologisch aktive Substanzen zur Konjugation mit einem 
Lipidrest L verwendet, die normalerweise nach Phosphorylierung ihre aktive Form errei- 
chen (wie z.B. im Fall von Nukleosiden) bzw. Wirkstofiphosphonate. Aus dem Konjugat 
wird dann das pharmakologisch aktive Substanzphosphat durch enzymatische Hydrolyse 
des Konjugats freigesetzt. Die Freisetzung der phosphorylierten Substanz ist insbesondere 

25 deshalb von Bedeutung, da dieser ProzeB auch in solchen Zellen stattfinden kann^ die nicht 
iiber die normalerweise zur Aufphosphorylierung der reinen pharmakologisch aktiven 
Substanz notigen Enzyme (Kinasen) verfugen. Die konjugierte und via LCE intrazellular 
oder in der Zellmembran freigesetzte pharmakologisch aktive Substanz kann 
beispielsweise eine zytostatische, zytotoxische, antitumorale, antivirale, antiretrovirale, 

30 immunsupprimierende oder immunstimulierende Wirkung aufVveisen. 

Als pharmakologisch aktive Substanzen D kommen solche Verbindungen in Frage, die 
gegebenenfalls durch Einfuhrung einer flinktionellen Gruppe, die die Wirkung nicht 
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signifikant beeinfluBt, in dn kopplungsf&higes Derivat Ciberfiihrt werden, das dann z.B. das 
Tumorwachstum verlangsamt, eine in die DNA und/oder RNA interkalierende Substanz 
ist, die Topoisomerase I iind II hemmt, dn Tubulinhemmer ist, ein Alkylanz ist, eine die 
Ribosomen inaktivierende Verbindung ist, ein Tyrosinphosphokinase-Inhibitor ist, ein 
5 DifFerenzierungsinduktor ist, ein Hormon, Honnonagonist oder Hormonantagonist ist, 
dne Substanz ist, welche die pleiotrope Resistenz gegenuber Zytostatika verandert, ein 
Caimodulin-Inhibitor ist, ein Proteinkinase C-Inhibitor ist, ein P-Glycoprotein-Inhibitor ist; 
dn Modulator der mitochondria] gebundenen Hexokinase ist, ein Inhibitor der y-Glutamyl- 
cystdnsynthetase oder der Glutathion-S-Transferase ist, ein Inhibitor der Superoxid- 
10 dismutase ist, ein Inhibitor der Reversen Transkriptase von HTV-l und -2 ist oder 
Inhibitoren fiir die Hepatitisviren A-E sind. 

Die pharmakologisch aktive Substanz D bzw. B-D kann eine antiinflammatorische, 
antirheumatische, antiphlogistische, analgetische oder antipyretische Wirkung aufweisen. 
15 Sie kann femer ein Antiarrhythmikum, Caldumantagonist, Antihistaminikum, ein Hemmer 
der Phosphodiesterase oder ein Sympathomimetikum bzw. Parasympathomimetikum sein. 

Als pharmakologisch aktive Substanzen D bzw. B-D kommen alle Substanzen in Frage mit 
kurzer Halbwertszeit, insbesondere auch Verbindungen mit unterschiedlicher Organ-, 

20 Gewebe-, oder Zellhalbwertszeiten; mit schlechter Bioverffigbarkeit, d.h. mit schlechter 
Resorption, hoher Leberspaltung oder schneller Elimination; mit schlechter 
Membranpenetration (z.B. Zellmembran, Blut-Himschranke); mit Knochenmarktoxizitat 
Oder anderen limitierenden Organtoxizitaten (z.B. Cardio-, Leber-, Nephro-, 
Neurotoxizitdt etc.), deren Wirkkonzentration in vivo zu gering ist. AuQerdem sind solche 

25 Substanzen geeignet, die gezielt mit dcm Zellkem der Zielzellen in Wechselwirkung treten 
und auf der Ebene der DNA oder RNA in das molekulare Geschehen eingreifen, wie z.B. 
Antisense-Oligonukleotide, DNA-Fragmente, und die fiir die Gentherapie verwendet 
werden kdnnen. 

30 Pharmakologisch aktive Substanzen D in der Formel I sind beispielsweise: AZT 
(Azidothymidin), FLT (Fluorthymidin), 5-Fluorouracil, 5-Fluoruridin, 6-MPR, 
Fludarabin, Ciadribin, Pentostatin, ara-C, ara-A, ara-G, ara-H, Acyclovir, Ganciclovir, 
Doxorubidn, 4'-epi-Doxorubicin, 4'-Desoxy-doxorubicin, Etoposid, Daunomycin, 
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Idanibicin, Epirubicin, Mitoxantron, Vincristin, Vinblastin, Taxol, Colchicin, Melphalan, 
3'-Desoxy-2-fluoradenosin, FdA, S-Ethinyluracil-9-B-D-arabinofuranosid, S- 
Propinyluracil>9-B-D-arabinofuranosid, d4T, ddU, ddl, ddA, d2T, 2-Desoxy-2\2'- 
difluorcytidin, 5-Trifluormethyl-2-desoxyuridin, 5-ChIor-2*,3 -didesoxy-3'-fluoruridin, 3- 
5 Desoxy-3 -fluor-myoinositol, Neplanocin A, Ribavirin, Myoinositol, Fialuridin, 3TC 
(Lamivudin), Doxifluridin, Tegafiir, Hypericin, Pseudohypericin, Usevir, Famciclovir, 
Penciclovir, Foscamet, Carvedilol, Actinomycin A, Bleomycin, Daunonibicin, Floxuridin, 
Mithramycin, Mitomycin C, Mitoxanthron, Streptozotocin, Vindesin, Netilmycin, 
Amikacin, Gentamycin, Streptomycin, Kanamycin A, Tobramycin, Neomycin B, 

10 Plicamycin, Papamycin, Amphotericin B, Vancomycin, Idoxuridin, Trifluridin, Vtdarabin 
sowie Morphine, Prostaglandine, Leukotriene oder Cyclosporine. Femer kommen in 
Frage: Terfenadin, Dexamethason; Terbutalin; Prednisolon; Fenoterol; Orciprenalin; 
Salbutamol; Isoprenalin; Muscarin; Bupranolol; Oxyphenbutazon; Ostrogen; Salicylsaure; 
Propranolol; Ascorbinsaure; Spongiadiol; Diclofenac; Isospongiadiol; Flufenaminsaure; 

15 Digoxin; 4-Methyl-aminophenazon; Allopurinol; Theophyllin; Epoprostenol; Nifedipin; 
Chinin; Reserpin; Methotrexat; Chlorambucil; Spergualin; Ibuprofen; Indomethacin; 
Sulfasalazin; Penicillanamin; Chloroquin, Azathioprin. 

Pharmakologisch aktive Substanzen B-D in der Formel I sind beispielswdse PMEA uhd 
20 andere acyclische Nucleosid-Phosphonat-Analoga, Chinolin-phosphonsauren, MP- 101, 
Fostedil, HAB-439, 2-Amino-7-phosphonoheptansaure, Fosfosal, Fosphenytoin, 
Atrinositol, Cyplatate, Difficidin, Fosquidone, Alafosfalin, Foteumstine, Etoposide, 
Encyt/E, 4-Oxo-S-phosphono-D-norvalin und andere NMDA-Antagonist-Phosphonate. 

25 Bevorzugte pharmakologisch aktive Substanzen sind auch beispielsweise Peptide, Proteine 
und Oligonucleotide, wie z.B. Corticotropin, Calcitonin, Desmopressin, Gonadotropin, 
Goserelin, Insulin, Zypressin, beta-Melanotropin, alpha-Melantropin, Muramyldipeptid, 
Oxytocin, Vaopressin, FK-506, Octreotid Oder Enalkiren. 

30 Die oben envahnten pharmakologisch aktiven Substanzen und die daraus herzustellenden 
Konjugate stellen nur Beispiele dar und schranken den erfindungsgemafien Gedanken nicht 
ein. 
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Verbindungen der Formel I und deren Herstellung sind in den Anmeldungen WO 
92/03462, WO 93/16092, WO 93/16091, WO 94/03465, PCT/EP94/02123, DE 4402492, 
DE 4418690, sowiebeispiclsweise in WO 91/19726; EP 0 350 287; US 5,223,263; US 
5,194,654; US 4,921,951; US 4,622,392; US 4,291,024; US 4,283,394 beschrieben. Im 
6 Falle von antiviral wirksamen Nucleosiden werden in EP 0 350 287 und US 5,223,263 
Lipid-Derivate (Diacylglycerol-Nucleoside) und deren Verwendung in liposomaler Form 
beschrieben. Bevorzugt in Form von Liposomen soil eine Aufhahme der Substanz durch 
Zellen des retikuloendotheiialen Systems (RES), z. B. Makrophagen und Monozyten 
moglich sein. 

10 

Durch entsprechende Vergleichsversuche konnte gezeigt werden, daB die therapeutischen 
Effekte der aus EP 0 595 133 bekannten Diacylglycerol-Konjugate in vivo den Thioether- 
oder Etherlipid-Konjugaten aus WO92/03462 unterlegen sind. Dies ist auf eine unspezifi- 
sche, nicht nur am Wirkort stattfindende Hydrolyse der Fetts^ureester zuruckzufiihren. 
1 5 Die nicht-hydrolysierbaren Thioether- und Etherreste zeigen demgegenuber entscheidende 
Vorteile, da erst durch das spezielle Enzym (LCE) in den Membranen des Zielgewebes 
bzw. intrazeiluldr eine Substanz mit biologischer Wirkung oder entsprechende Zwischen- 
produkte freigesetzt werden. 

20 Die Konjugate der Formel 1 (L-B-D) zeigen entscheidende Vorteile im Vergleich zur nicht 
konjugieiten pharmakologisch aktiven Substanz D bzw. B-D: Der spezifische, kovalent an 
die pharmakologisch aktive Substanz gebundene Carrier (L-B- bzw. L) verbessert die 
Bioverftigbarkeit von schlecht resorbierten pharmakologisch aktiven Substanzen, die 
Vertraghchkeit von potentiell toxischen Wirkmolekiilen, die Verweilzeit von schnell 

25 eliminierten oder metabolisierten Arzneimitteln und die Membranpenetration von schlecht 
membrangangigen Verbindungen (z.B. BIut-Him, ZeUen etc.). Die en^^atische Spaltung 
in vivo in Carrier und pharmakologisch aktive Substanz D (bzw. Substanz-Derivat) bzw. 
in Carrier und pharmakologisch aktives Substanzphosphat (D-Monophosphat) oder 
Phosphonat B-D erfolgt in der Regel nicht im Serum sondem erst intrazellular. AuBerdem 

30 verbessert der Carrierteil mit seiner lecithinartigen Struktur, die filr den beanspruchten 
EflFekt essentiell ist, die Penetration oder Membrangtagigkeit der pharmakologisch aktiven 
Substanz und zeigt in vielen Fallen einen Depoteflfekt. Dariiberhinaus ist die 
gastrointestinale Vertraghchkeit der Lipidkonjugate L-B-D vielfach besser als die der 



wo 96/15234 



PCT/EP9S/M414 



16 



reinen phaimakologisch aktiven Substanzen D. Auch bei der Resorption zeigt das Lipid- 
Konjugat eine bessere Penetration durch Membranstrukturen und somit eine bessere 
Uberwindung der Resorptionsbarrieren. Entsprechendes gilt fur die Penetration 2.B. der 
Blut-Him-Schranke durch erleichterte Difiusion oder eventuell aktiven Transport. 
5 Besonders bevorzugt sind Konjugate der Formel I mit der Einschrankung des Lipidteils 
durch die Formel II, die durch enzymatische Hydrolyse mit dem Lipid-Cleavage-Enzym 
eine Substanz mit biologischer Wirkung abspalten, die in vivo zu weniger 
Nebenwirkungen f&hrt als nach Verabreichung der pharmakologisch aktiven Substanz 
allein. 

10 

Durch eine bessere Bindung des Konjugats an Plasma- und Gewebeprotdne wird femer 
die Verteilung in vivo verbessert. Durch normale Biotransformation wird das Konjugat 
primar vom Thioether (X=S) zum Sulfoxid (X=SO) oxidiert, was aber aufgrund der equi- 
potenten Wirkung des Sulfoxids im Vergleich zum Thioether keinen Nachteil darstelh. 

15 Durch eine langsame Freisetzung der pharmakologisch aktiven Substanz aus dem 
Konjugat wird ein niedriger, aber uber einen Itogeren Zeitraum konstanter aktiver 
Substanzspiegel gewahrleistet und somit die Wirkung verbessert oder toxische 
NebenefTekte vermieden. Die freigesetzte pharmakologisch aktive Substanz in Form des 
Monophosphats penetriert wegen seiner groBen Hydrophilie nicht mehr aus der Zelle 

20 heraus. 

Sowohl die Gesamtkorper-, Zell- als auch die Organ-Halbwertszeiten der 
pharmakologisch aktiven Substanz werden durch Konjugation aufgrund der langeren 
Verweilzeit des Konjugats im Organismus erheblich verlMngert. Aufgrund der fehlenden 
25 LCE-Aktivit^t zur Spaltung im Serum und in einigen Organen ist nahezu keine bzw. nur 
eine sehr geringere Knochenmark- und Organtoxizit&t zu beobachten. Insbesondere ist 
vorteilhaft, daB die Konjugate der Formel I in verschiedenen Zielorganen, Geweben oder 
Zellen spezifisch angereichert werden. 

30 Die Verbindungen der Formel I konnen als WirkstofFe zur Herstellung von Arzneimitteln 
verwendet werden, die fur alle Erkrankungen eingesetzt werden, bei denen hohe pharma* 
kologisch aktive Substanzspiegel in Zellen, Organen oder Geweben erforderlich oder hilf- 
reich sind. Eine wesenUiche Voraussetzung fiir dieses als "Dnig-Storage-Delivery* 
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Targeting** zu bezeichnende Transport^stem ist, daB die im Sinne der beabsichtigten 
Therapie anzusprechenden Zellen das Lipid-Cleavage-Enzym in den inneren oder auOeren 
Zellmembranen aufwdsen, so daB in einem ersten Schritt der Wirkstoff an das LCE bindet 
und anschliefiend uber die Zellmembran hinweg in das Innere der Zelle transportiert wird, 
5 wobei die Spaitung des WirkstofTes zu der physiologisch aktiven Substanz entweder im 
wesentlichen gleichzeitig mit dem Transport uber die Zellmembran oder auch spater 
teilweise innerhalb der Zelle erfolgt. Die intrazellulare Spaitung kommt insbesondere in 
solchen Fallen vor, bei denen das LCE auch innerhalb der Zelle lokalisiert ist. Im Sirme der 
Erfindung kann die Spaitung des Wirkstoffes verbunden mit der intrazellulftrer Freisetzung 
10 der pharmakologisch aktiven Substanz auch derart erfolgen, dafi entweder die 
physiologisch oder pharmakologisch aktive Substanz dabei direkt entsteht oder eine dieser 
Substanz entsprechende Vorstufe (Prodrugform). Geeignete Zielzellen sind beispielsweise 
Blutleukozyten (PBLs), Monozyten, Nierenzellen oder Makrophagen und Zellen des 
immunologisch lymphatischen Systems. 

15 

Insbesondere wirken die Verbindungen der Formel I inmiunmodulierend, para- 
/sympatholytisch, /-mimetisch, zentral und/oder peripher muskelrelaxierend; antihyperton, 
antihypoton, antiobstruktiv, analgetisch, antiphlogistisch, antiemetisch, antiinflamma- 
torisch, antiallergisch, antiasthmatisch, antipyretisch, antiulzerativ, antacid, antianginOs, 

20 antiarrhythmisch, antipsychotisch, antidepressiv, antiepileptisch, antikonvulsiv, antiparkin- 
sonoid, antihistaminerg, antimuscarinerg, antiserotoninerg, antigabaerg, antiadrenerg, 
anticholinerg, glykosidisch, chronotrop, bathmotrop, dromotrop. inotrop, diuretisch, anti- 
diuretisch, urikosurisch, urikostatisch, anti-hypolipidamisch, antifibrinogen, antidiabetisch, 
blutzuckersenkend, antiostrogen, antiandrogen, antigestagen, antiosteoporotisch, 

25 thyreosutisch, Knochenwachstum-stimuUerend, narkotisch, an&sthetisch, antihypnotisch, 
antiinfektids, antibiotisch, antituberkulostatisch . oder h&matopoetisch oder stellen ein 
Vitamin dar. 

Steigem laBt sich die uberlegene Wirkung einer der erfindungsgemaQen Verbindungen 
30 durch Kombination mit geeigneten Arzneimiueln oder Kombination von zwei verschiede- 
nen Konjugaten der vorliegenden Anmeldung. 
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Beispielsweise Mt sich die Wirkung eines zytostatischen oder zytotoxischen Konjugats 
dieser Anmeldung durch Kombination mit anderen zytostatischen oder zytotoxischen 
Verbindungen steigern, bevorzugt dann, wenn Komponenten mit unterschiedlichem Wirk- 
mechanismus verwendet werden oder Kombination eines zytostatischen oder zyto- 
5 toxischen Konjugats mit einem antiviralen Konjugat (Synergismus, z.B. bei AIDS). 

Besonders geeignet sind erfindungsgemaBe Konjugat-Kombinationen, bei denen eine 
Komponente zytostatisches oder zytotoxisches Potential hat und die andere Komponente 
Z.B. die Multi-Drug-Resistenz durchbricht oder eine Komponente die Reverse Trans- 
10 kriptase von HIV und die andere Komponente z.B. die Protease inhibiert oder die beiden 
Liponucleotide der Kombination keine Kreuzresistenz zeigen. Die Verbindungen der For- 
mel I und ihre pharmazeutische Zubereitungen konnen auch zur Herstellung von Arznei- 
mittebi verwendet werden, die sich in Kombination mit anderen Arzneimitteln zur Behand- 
lung und Prophylaxe von verschiedenen Erkrankungen eignen. 

15 

Als mdgliche Salze der Verbindungen der allgemeinen Formel I kommen vor aUem Alkali-, 
Erdalkali- und Anunoniumsalze der Phosphatgruppe in Frage. Als Alkalisalze sind 
Lithium*, Natrium- und Kaliumsalze bevorzugt. Als Erdalkalisalze konmien insbesondere 
Magnesium* und Calciumsalze in Frage. Unter Ammoniumsaizen werden erfindungsgemaB 
20 Salze verstanden, die das Ammoniumion enthalten, das bis zu vierfach durch Alkylreste 
mit 1-4 KohlenstoflFatomen und/oder Aralkylreste, bevorzugt Benzylreste, substituiert sein 
kann. Die Substituenten konnen hierbei gleich oder verschieden sein. 

Die Verbindungen der allgemeinen Formel I kdnnen basische Gruppen, insbesondere 
25 Amino-Gruppen enthalten, die mit geeigneten anorganischen oder organischen Sauren in 
Saureadditionssalze Uberfuhrt werden kdnnen. Als Sfturen kommen hierfur beispielsweise 
in Betracht: Salzsaure, Bromwasserstoffsaure, Schwefelsaure, Phosphorsaure, Fumar- 
saure, Bemsteinsaure, Weinsfture, Zitronensaure, Milchsaure, Maleinsaure oder Methan- 
sulfonsaure. 

30 

Neben den Verbindungen der allgemeinen Formel I sowie der Spezifizierungen gemaB 
Formel II und III beansprucht diese Anmeldung auch deren Tautomere und deren physio- 
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logisch vertrigliche Salze anorganischer und organischer S&uren bzw. Basen, sowie Ver- 
&hren zu ihrer Herstellung und diese Verbindungen enthaltende Arzneimittel 

Da die Verbindungen der allgemeinen Formel I asymmetrische KohlenstofFatome enthal- 
5 ten, sind auch samtliche optisch aktiven Formen und racemische Gemische dieser Verbin- 
dungen Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Gegenstand dieser Anmeldung sind auch neue Liponucleotide. Die Darstellung dieser 
Konjugate wird exemplarisch in Beispielen 14-16 gezeigt. Das LCE spaltet auch 2-Chlor. 

10 2'.desoxy-adenosin-Konjugate (Cladribin-Konjugate) der Formel V, 9-(B-D-Arabino- 
furanosyI)-2-fluoradenin-Konjugate (Fludarabin-Konjugate) der Formel VI, 3.(2.Desoxy- 
B-D-erythro-pentofuranosyl)-3, 6, 7, 8-tetrahydroimjdazo [4, 5-d] [1, 3] diazepin-S-oI- 
Konjugate (Pentostatin-Konjugate) der Formel VII. Die genannten Verbindungen lassen 
sich therapeutisch besser anwenden als die entsprechenden Nucleoside allein, da sie eine 

15 sehr gute Wirksamkeit und eine grofle therapeutische Breite zeigen und die gleichen Vor- 
teile haben, wie die oben genannten Derivate der Formel I: 




(V) 



OH 



20 



NH 




OH 
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HO 




(VII) 



OH 



Im Sinne der vorliegenden Erfindung werden als Verbindungen der Formel I insbesondere 
5 folgende WirkstofTe zur Herstellung von Arzndmitteln verwendet: 

1. (3-Desoxy-3'-azidothyniidin)-5-phosphorsaure-(3-dodecyI-mercapto-2-decyloxy)- 
propylester 

10 2. (3-Desoxy-3-azidothyniidin)-5-phosphorsaure-(3-undecyl-mercapto-2-undecyloxy)^ 
propylester 

3. (3'-Desoxy-3-fluoithynudin)-5-phosphoi^ure-(3-dodecyl-mercapto-2-decylo^^ 
propylester 

15 

4. (3 -Desoxy-3 -fluorthyinidin)-5 '-phosphorsaure-(3 -undecyl-mercapto-2-undecyloxy)- 
propyiester 

5. (2\3-I>idesoxycytidin)-5 -phosphorsaure-(3-dodecyl-mercapto-2-decyloxy)- 
20 propylester 

6. (2\3*-Didesoxyinosin)-5'-phosphorsaure-(3-dodecyl-mercapto-2-decyloxy)- 
propylester 

25 7. (3-Desoxythymidin)-5-phosphorsaure-(3-dodecyl- mercapto-2-decyloxy)propylester 
8. (5-Fluoruridin)-5-phosphorsfiure-(3-dodecyl-mercapto-2-decyloxy)propylester 
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9. (6-Mercaptopurin-9-B-D-ribofuranosid)-S'-phosphors&ure-(3*dodecy 
decylo^)propylester 

1 0. (5-Trifluormethyluridin)-5'-phosphorsfiurc-(3-dodecyl-mercapto-2-decylox^^ 
5 propylester 

11. (1 -fi-D-Arabinofiiranoqfl-5-ethinyluraca)-5*-phosphorsaure^^ 
decy]oxy)propyle5ter 

1 0 12. (2'-Desoxy-5-propinyluridin)-5*-phosphorsaure-<3-dodecyl-mercapto-2-de^^ 
propylester 

13. 2'.(9-{ [(l-Hydroxymethyl)ethoxy]methyl}guanin)phosphorsaure-(3.dodecyl- 
niercapto*2-decyloxy)propylester 

15 

1 4. 2'-[9-(Ethoxymethyl)guanin])phosphorsfture-(3-dodecylmercapto-2-decyl- 
oxy)propylester 

20 BeisDiel 1: 

Enzvmatische Sp altune von AZT-DMDQPE 

10 mg (3'-DesoxyO'-a2idothymidin)-5*-phosphorsaure-(3-dodecyl-mercapto.2-decyl- 
25 oxy).propylester (AZT-DMDOPE) werden in 0,5 ml 0,1 M Tris-PuflFerldsung 
suspendiert und nach Zugabe des Enzyms (0,5 mg bei Phosphodiesterase und 0,1 mg 
bei Phospholipase/Nuclease) 15 Stunden bei 37 ©C inkubicrt. AnschlieBend wird die 
Losung dumischichtchromatographisch untersucht. Nach Zugabe von 5 Tropfen ge- 
sattigter NaHC03-Losung wurde weitere 6 Stunden bei 37 oq inkubiert und an- 
30 schlieQend die Losung dunnschichtchromatographisch untersucht. 
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Durch Dttnnschichtchromatpgraphie mit verschiedenen Elutionsmitteln wurde die 
Losung hinsichtlich der Bildung der mdglichen Spaltprodukte (AZT, AZT-mono- 
phosphat, DMDOP und Liptdmonophosphat) untersucht. 

5 Folgende Enzvme wurden in dem oben genannten Test eingesetzt: 

a) Phospholipase C aus Bacillus cereus, 2000 U/0,5 ml, Boehringer Mannheim GmbH 

b) Phospholipase D, Typ 1, aus Kohl, 150 - 300 U/mg, Sigma 

c) Phosphodiesterase aus Kalbsmilz, 2 U/mg, Boehringer Mannheim GmbH 

d) Phosphodiesterase aus Schlangengift, Boehringer Mannheim GmbH 

10 e) Nuclease aus Staphylococcus aureus, 1 5 000 U/mg, Boehringer Mannheim GmbH 
f) LCE (Lipid-Cleavage-Enzyme) 

Erpebnis: 

Aus der folgenden Tabelle geht hervor, daO nur im Falle der Phospholipase D eine 
1 5 schwache Fluoreszenzausloschung auf der Hohe des Lipidphosphats festgestellt wird. 
In keinem der als Referenzenzyme verwendeten FUle a) - e) konnte die Bildung von 
AZT Oder AZP-monophosphat nachgewiesen werden. AuB dpm unver&nderten AZT- 
DMDOPE konnte bei diesen Versuchen kein zus&tzlicher Fleck im Rahmen der 
Nachweisgrenze gefunden werden. 
20 



Enzym 


Fluoreszenzausloschung 
DC 


Phospholipase C 


negativ 


Phospholipase D 


schwach 


Phosphodiesterase aus 
Kalbsmilz 


negativ 


Phosphodiesterase aus 
SchlangenRift 


negativ 


Nuclease aus 
Staphylococcus aureus 


negativ 


LCE 


positiv 
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Beispiel 2; 

Kommentar zu den Abbildunpen 

5 Abb. 1: Diese Abbildung zeigt die Aktivitat des LCE, das aus der 
Membranfraktion von humanen, PHA-stimulierten peripheren 
Blutleukozyten erhalten wurde, in Abhangigkeit von der 
Proteinkonzentration. Es resultiert ein linearer Zusanunenhang zwischen 
der Proteinkonzentration und der Menge des gebildeten Spaltproduktes 
10 DMDOP. 

Diese Abbildung zeigt die Substratkinetik (Michaelis-Menten-Kinetik) des 
LCE, das aus der Membranfraktion von humanen, PHA-stimulierten 
peripheren Blutleukozyten erhalten wurde. 

Diese Abbildung zeigt die Substratkinetik (Michaelis-Menten-Kinetik) des 
LCE, das aus der Membranfraktion von humanen, PHA-stimulierten 
peripheren Blutleukozyten (■] und aus ruhenden (nicht stimulierten) 
peripheren Blutleukozyten [□] erhalten wurde. 

Diese Abbildung zeigt die Abhangigkeit der spezifischen Enzymaktivitat 
des LCE, das aus der Membranfraktion von humanen, PHA-stimulierten 
peripheren Blutleukozyten erhalten wurde, von der Calciumionen- 
konzentration. 

Diese Abbildung zeigt die organ- bzw. gewebsspezifische Verteilung des 
LCE von Zelimembranprftparationen am unbehandelten Hund. 

Intrazellulare Konzentrationen an AZT und AZT-Nukleotiden in stimulierten 
humanen PBL nach 1, 3, 6 und 24 h Inkubation mit: 

(A) 00.3 ng AZT/ml (■) bzw. 1 ng AZT-DMDOPE/ml (□) 

(B) 0.3 ng AZT/ml (■) bzw. 10 ng AZT-DMDOPE/ml (□) 
(Mittelwerte, n = 2 Bestimmungen) 



15 

Abb. 3: 



20 

Abb. 4. 



25 

Abb. 5: 



Abb. 6: 

30 
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Abb. 9: 

16 

20 Abb. 10: 
.25 

Abb. 11: 

30 
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Intrazellulare Konzentrationen an AZT und AZT-Nukleotiden in 
nichtstimuliertoi humanen PBL nach 1, 3, 6 und 24 h Inkubation mit: 

(A) 00.3 ng AZT/ml (■) bzw. 1 ng AZT-DMDOPE/ml (□) 

(B) 0.3 ^g AZT/ml (■) bzw. 10 [ig AZT-DMDOPE/ml (□) 
(Mittelwerte, n = 2 Bestimmungen) 

Intrazellulare Konzentrationen an AZT bzw. AZT-Nukleotiden in 

stimulierten humanen PBL nach 6 und 24 h Inkubation mit 

1 Mg AZT-DMDOPE /ml (A) bzw. 10 ^g AZT-DMDOPE /ml (B): 

■ Behandlung mit alkalischer Phosphatase 

□ keine Bdiandlung mit alkalischer Phosphatase 
(Mittelwerte, n-2 Bestimmungen) 

Intrazellulare Konzentration an AZT und AZT-Nukleotidoi in 
P3X63AgS.6S3-Zellen nach 6, 24 und 48 h Inkubation mit: 

(A) 00.3 ^g AZT/ml (■) bzw, 1 ^g AZT-DMDOPE /ml (□) 

(B) 0.3 Mg AZT/ml (■) bzw. 10 |Ag AZT-DMDOPE /ml (□) 
(Mittelwerte, n = 2 Bestimmungen) 

Intrazellul^e Konzentrationen an AZT bzw. AZT-Nukleotiden in 
P3X63Ag8.653-ZeUen nach 6 bzw. 24 h Inkubation mit 1 ^g 
BM 21 . 1290 Na/ml (A) bzw. 10 ^g AZT-DMDOPE/ml (B): 

■ Behandlung mit alkalischer Phosphatase 

□ kdne Behandlung mit alkalischer Phosphatase 
(Mittelwerte, n = 2 Bestimmungen) 

Intrazellul&-e Abklingkinetik von AZT und AZT-Nukleotiden in stimulierten 
humanen PBL nach 24 h Inkubation mit 0.3 ng AZT/ml /A) bzw. 10 ng AZT- 
DMDOPE /ml (B).Intrazellulare Konzentration an AZT und AZT-Nukleotiden 
1. 3, 6, 24 und 48 h nach Entfemung der AZT- bzw. AZT-DMDOPE-Inkuba- 
tionsldsung (Mittelwerte, n = 2 Bestimmungen) 
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Abb. 12: Enymatische Spaltung von [l^cj-AZT-DMDOPE durch Membranfraktionen 
(100 Protein/Ansatz) $tiinuUerter humaner PBL. DC-Chromatogramm der n- 
Heptan-Phase nach Adsorption des Substrates an Kieselgel 60 H und Trennung 
im IBA-System (2-Propanolol:n-ButyIacetat:Aqua bidest., 10:6:4, v/v/v) mit 
5 Kieselgel 60 als stationiirer Phase 

Abb. 1 3 : Speztfische Aktivit^t [pmol mg- ^ min" ^ ] des LCE in Zellhomogenaten, Zytosol 
und Membranfraktionen stimulierter humaner PBL (Mittelwert ± SD, n = 6 
Bestimmungen) 

10 

Abb. 14: Spaltung von AZT-DMDOPE durch die Membranfraktionen stimulierter 

humaner PBL in Abhangigkeit von der Proteinkonzentration (Mittelwert ± SD, 
n = 3 Bestimmungen) 



1 5 Abb. 15: Spaltung von AZT-DMDOPE durch die Membranfraktion humaner 
Monozyten/Makrophagen (stimulierte Monozyten) in Abhtogig- 
keit von der Proteinkonzentration (Mittelwert^ n = 2 Bestimmungen) 



Abb. 1 6: Spezifische Aktivitat des LCE durch Membranfraktionen stimulierter und 
20 nichtstimulierter humaner PBL sowie humaner Monozyten und Mono- 

zyten/Makrophagen (stimulierte Monozyten) (humane PBL: Mittelwert 
± SD, n = 6 Bestimmungen) (humane Monozyten: Mittelwert ± SD, n = 4 
Bestimmungen) 



25 Abb. 1 7: Spaltung von AZT-DMDOPE durch Membranfraktionen stimulierter humaner 
PBL in Abhftngigkeit von der Inkubationszeit (Mittelwert ± SD, n = 3 
Bestimmungen) 

Abb. 18: DC-Chromatogramm von [14c]-AZT-DMOPE (A) und von [l^cj-AZT- 
30 DMDOPE nach enzymatischer Spaltung durch Zellhomogenate von 5 x lO'^ 

CEM-SS-Zellen (B) nach einer Inkubation von 6 h bei 37 **C. Extraktion der 
Thioetherlipide mit Diethylether:2-Propanol (9:1, v/v) und Trennung im IBAE- 
System (2.Propanol:n-Butylacctat:Aqua bidest:Eisessig, 3:5:1:1, v/v/v/v) mit 
Kieselgel 60 als station^er Phase 
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Beispiei 3; 



Einflufl von verschiedenen Enzvminhibitoren oder -akrivatoren auf die LCE-Aktivitat 



Inhibitor/Aktivator 


Angrififspunkt der 
Inhibierung/ 
Aktivierung 


LCE 
Membranfraktion 


EinfluB auf LCE- 
Aktivitat 


SO 22536 


Adenylat-Cyclase 


Niere (Balb/c) 


keine 


7-Nitroindazoi 


NO-Synthese 


Niere (Balb/c) 


keine 


RHC-80267 


DAG-Lipase 


Niere (Balb/c) 


keine 


Neomycin 


PLC, (PLD) 


Niere (Balb/c) 


keine 


Wortmannin 


PLD, (PLC) 


Niere (Balb/c) 


keine 


Acetylsalicylsaure 


PLC 


Niere (Balb/c) 


keine 


GTP-B-S 


Gp Aktivator 


Niere (Balb/c) 


keine 


D 609 


PLC 


Niere (Balb/c) 
CEM-SS 


Stimulation 
Stimulation 



6 

BeispiyI 4; 

SubzellulSre Fraktionierung 



10 a. Hgrst^llunR von Zellhompgenaten, Meynbran- und Zytosolfraktionen 

Die zur Herstellung von Membran- und Zytosolfraktionen kultivierten Zellen wurden 
in PolypropylenrOhrchen (SO mi) Oberftihrt und in der Minifiige T bei Raumtemperatur 
mit 1600 rpm iiir 10 min sedimentiert. Zur Entfemung von Resten des Kulturmediums 

15 wurde das Zellsediment dreimal mit kaltem PBS gewaschen und in AufschlufipufFer 

mit einer Zelldichte von 1 - S x 1 0^ Zellen/ml aufgenommen. Die Zellsuspension 
wurde anschlieQend in einen auf Eis gekuhlten Glashomogenisator uberflihrt. Durch 
mehrmaliges Bewegen eines Teflonkolbens wurden die Zellen mechanisch 
aufgeschlossen, wobei der Zellaufschlufi ini Umkehr-Phasenkontrast-Mikroskop 

20 optisch kontrolliert wurde. Die aufgeschlossenen Zellen wurden anschlieBend zur 

Entfemung der Zellkeme und der nicht aufgeschlossenen Zellen in der Minifiige T bei 
4 ""C mit 1700 rpm fiir 10 min zentrifijgiert. Der Oberstand wurde vorsichtig mit einer 
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Pipette abgehoben und mit 50 mM Tris-PuflFer (pH 7.5) auf 10 % (w/v) Saccharose 
verdunnt. Das Zellhomogenat wurde nach Portioniening bei - 70 ®C gelagert oder zur 
Isolierung von Membran* und Zytosoliraktionen herangezogen. Hierfur wurden 3 .2 ml 
des Zellhomogenates in auf Eis gekuhlte, dickwandige Polycarbonatrdhrchen (3.2 ml) 
5 uberfuhrt und in der Beckmann-Tabletop-Ultrazentrifiige mit TLA- 100.4 Rotor fur 1 h 

bei 4 und 75000 rpm zentrifiigiert. Die tJberstande wurden vorsichtig mit einer 
Combitip-Pipette abgehoben und die gut sichtbaren Membransedimente mit jeweils 
1 ml 50 mM Tris-PuflFer (pH7.5)/10 % Saccharose versetzt. Das Membransediment 
wurde mit Hilfe einer Spritze (5 ml) mit Kanule (0.9 x 40 mm) grob homogenisiert. 
10 Die Grobhomogenate wurden vereinigt und unter Verwendung von KanOlen kleineren 

Durchmessers (0.8 x 40 mm und 0.45 x 25 nrmi) fein homogenisiert. Die Membran- 
und Zytosolfraktionen wurden nach Portioniening bei - 70 ''C gelagert. 

AufschluB-PufFer 50 mM Tris pH 7.5 
15 70 % (w/v) Saccharose 

50 ^g/ml APMSF 

Zum Losen der Saccharose muB der Puflfer unter ROhren leicht 
erwarmt werden. 

20 

b Isolierung der Plasma membran stimulierter humaner perioherer Blutlvmphozvten 
fPBL) (Re cord et al n985y Biochem. Biophvs. Acta 8/9 1-9^ 

Humane PBL wurden durch Zentrifligation im isotonischen Dichtegradienten isoliert 
25 und mit PHA-M 72 h stimuliert, Zur Entfemung von Resten des 

Kultivierungsmediums wurden die Zellen dreimal mit kaltem PBS gewaschen und nach 
Bestimmung der Zellzahl in flussigem N2 eingefroren und anschlieQend bei - 70 ^'C 
gelagert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch dreimaliges Auftauen und Einfrieren in 
PuflFer 1, wobei eine Zelldichte von 2.5 x lO^Zellen/ml eingcstellt wurde. In Ti60- 
30 Zentrifligenrdhrchen (30 ml) wurde eine Mischung aus 11 ml Percoll und 2.13 ml 

PuflFer 2 vorgelegt. welche zuvor mit 70 jil 2 N NaOH auf pH 9 eingestellt wurde. Zur 
Isolierung der Plasmamembran wurden 4 ml des Homogenates auf die Mischung 
aufgetragen und anschlieOend im Ti60-Rotor bei 4 ''C und 39000 rpm fur 10 min mit 
ausgeschalteter Bremse in der Beckmann-Ultrazentrifuge L 5 50 fraktioniert. Aus der 
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oberen Phase der ZentrifiigenrOhrchen wurden 1 ml Fraktionen entnommen und mit 
2 ml Puffer 3 verdQmit. Die Ldsungen wurden anschlieBend in Ti50-Rohrchen 
(10.4 ml) Ciberfuhrt und zur Entfemung von Resten des Trennmediums in der 
Beckmann-Ultrazentrifuge L 5 50 mit TiSO-Rotor bei 4 °C und 45000 rpm fur 45 min 
5 zentrifugiert. Die Uberstande wurden mit einer Pipette abgehoben, fraktioniert, in 

flussigem N2 eingefiroren und bei - 70 "^C gelagert. Die Charakterisierung der 
Fraktionen erfolgte durch Bestimmung des Proteingehaltes und der Enzymaktivitslt der 
alkalischen Phosphatase. 



10 



15 



Puffer 1 100 mM KCl 

5 mM MgCl2 x 6 H2O 

1 mM ATP 

2 mM (4-Amedinophenyl)-methansulfonylfluorid (APMSF) 
25 mM Tris pH 9.6 

Puffer 2 400 mM KCI 

20 mM MgCl2 x 6 H2O 

400 mM Tris pH 9.6 



20 



Puffer 3 



100 mM 
5mM 
50 mM 



KCI 

MgCl2 X 6 H2O 
Tris pH 7.42 



25 BcisDicI 5; 

Herstellunp von Substratlosunpen fur den LCE-Assav 

Als Substrat wurde im LCE- Assay ein Gemisch aus [^^CJ-AZT-DMDOPE und 
30 nichtradioaktiv markiertem AZT-DMDOPE eingesetzt. 



Ausgehend von einer AZT-DMDOPE Stammlosung wurde durch Verdunnung mit 

Ethanol eine Lbsung mit einer spezifischen Aktivitat von 83.27 kBq/ml hergestellt. Die 
ethanolische Ldsung konnte bei 4 ''C unter Inertgas fiir 2 Monate gelagert werden. 
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In einem getrennten Ansatz wurde die nichtradioaktiv markieite Komponente des 
Substanzgemisches hergestellt. Hierfbr wurde in Ethanol eine Ldsung von AZT-DMDOPE 
mit einer Konzentration von 1 fimol/ml angesetzt und fur 1 min im Eis/Wasserbad mit dem 
Ultraschallstab bei 30 % Energieabgabe kontinuierlich beschallt. 

5 

Zur Herstellung des Substratgemisches aus radioaktivem und nichtradioaktivem AZT- 
DMDOPE wurden aus diesen ethanoiischen Ldsungen pro Ansatz 1.67 kBq an radioaktiv 
markiertem [l^C]- AZT-DMDOPE und 0.7 - 5 nmol der nichtmarkierten Verbindung in ein 
Glasrfihrchen (10 ml) iiberfuhrt. Das Ldsungsmittel wurde im N2-Strom evaporiert und 
10 AZT-DMDOPE in einem geeigneten Volumen an Aqua bidest. aufgenommen und fur 1 min 
unter KQhlung im Eis/Wasserbad bei 30 % Energieabgabe kontinuierlich beschallt. 

BeisDiel 6: 

15 LiDid>Cleav age-Enzvme fLCE^^Assav 

Zur Untersuchung der enzymatischen Spaltung in Abhfingigkeit von der Zeit und der 
Proteinkonzentration wurden ablicherweise 5 nmol AZT-DMDOPE und 0.98 nmol [^^C]- 
AZT-DMDOPE (L67kBq) in einem Volumen von 200 pi Aqua bidest. im LCE-Assay 
20 eingesetzt. Das Pipettierschema ist in der folgenden Tabelle angegeben. 
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Tabcile Pipettierschema fur den LCE-Assay zur Bestimmung des Umsatzes von 
AZT-DMDOPE 





Kontrolle 


EGTA [20 mMl 


SO 


50 


Tris, pH: 8.0 [1 M] 
[^1/Ansatzl 


50 




AZT-DMDOPE /ll^C]-AZT-.DMDOPE 
[nmol/Ansatz] 
ful/Ansalzl 


0.10 - 5.98 

5-200 


0.10-5.98 

5-200 


Protein 
[mg/Ansatz] 
[|jil/Ansatz] 


0.0125 - 0.2 

X 




Aqua bidest. 
full 


ad 500 


ad 500 



5 Zur Untersuchung der enzymatischen Spaltung in Abh&ngigkeit von der 
Substratkonzentration wurde cine SubstratstanunlCsung von 0.98 nmol [^^C)-AZT- 
DMDOPE und 0.7 nmol AZT-DMDOPE/80 ^il Aqua bidest. im LCE- Assay angesetzt. Die 
verschiedenen Substratkonzentrationen im LCE-Assay wurden durch kontinuierliche 
Verdopplung bzw. Halbierung des Volumens an Substratlosung eingestellt. Die Ansatze 
1 0 wurden in Glasrohrchen (5 ml) vorgelegt und durch Zugabe der Substratlosung gestartet. 
Die Inkubation wurde bei 37 X im Wasserbad unter leichtem Schmteln durchgefiihrt. 



Beispiel 7: 

15 

Extraktion von DMDOP aus waBriger Matrix 



Die Reaktionsans&tze des LCE-Assays wurden nach entsprechender Inkubationszeit dem 
Wasserbad entnonunen, und die Reaktion durch Zugabe von 750 fil 2-Propanol gestoppt. 
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Nach grundlicher Durchmischung wurden die Ans&tze anschliefiend mit 700 ^1 auf 
Raumtemperatur erwarmtem n-Hq>tan versetzt. Die Ans&tze wurden emeut fiir 30 sec gut 
gemischt und zur Beschleunigung der Phasentrennung in der Minifiige T bei 3200 rpm fur 
15 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieQend wurden 500 ^1 der oberen Phase (n- 
Heptan) entnommen und in neue GlasrOhrchen (5 ml) mit 10 mg Kieselgel 60 H und 200 ^1 
n-Heptan Uberfiihrt. Die Ansitze wurden fiir 30 sec gut durchmischt und zur Sedimentation 
des Kieselgels fiir 10 min unter oben genannten Bedingungen zentrifugiert. Vom LFberstand 
wurden anschliefiend SOO ^i entnommen und mit 3 ml Szintillationsflussigkeit versetzt. Die 
Messung der Radioaktivitilt erfolgte fUr 4 min im FlQssigkeits-Szintillations-Analysator. Zur 
Bestimmung des Absolutwertes an Radioaktivitat wurden 200 ^1 der Substratldsung mit 3 
ml Szintillationsflussigkeit versetzt und unter gleichen Bedingungen im FlUssigkeits- 
Szintillations-Analysator gemessen. 

BcisDiel 8: 

In-vitro-Pharmakokinetikstudien mit A2T-DMDOPE und AZT 

a Bestimmung der intrazellulMren Konzentrationen to AZT und/oder AZT-Nukleotiden 
in stimulierten und nichtstimulierten humanen PBL nach Inkubation mit AZT- 
DMDOPE bzw AZT 

Zur Bestimmung der intrazellularen Konzentrationen an AZT und/oder AZT- 
Nukleotiden nach Inkubation mit AZT-DMDOPE bzw. AZT wurden humane PBL aus 
"Buffy coat" isoliert. 

Hierfur wurde "Buflfy-coat" von gesunden Spendem gemischt und durch Zentrifligation 
in etnem isotonischen Medium mit dner Dichte von 1.077 g/ml fraktioniert. Da 
mononukleare Blutzellen (Monozyten und Lymphozyten) eine geringere Dichte als 
Erythrozyten und polymorphkemige Granulozyten haben, bilden sie einen Ring an der 
Grenze zwischen Trennmedium und Probe und konnen mit Hilfe einer Pipette 
abgenommen werden. Erythrozyten und polymorphkemige Granulozyten sedimentieren 
aufgmnd ihrer hoheren Dichte durch das Medium und lassen sich somit von PBL 
separieren. 
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Zur Stimulation der ZellproUferation wurde Phytohamaglutinin A (Mukoprotein) (PHA- 
M), der mitogene Lektinextrakt aus der roten Feuerbohne (Phaseolus vulgaris), einge- 
setzt. Phytohamaggluttnin ist eine Familie von 5 Isolektinen, die als Tetramere vorlie- 
gen. Die Untereinheiten bestehen aus einem lymphozytenreaktiven Typ-L und einem 
5 erythrozytenreaktiven Typ-E. Typ-L hat eine hohe Affinitat zu Lymphozytenoberfla- 

chenrezeptoren und ist somit verantwortlich fur die mitogenen Eigenschaften. Die Sti- 
mulation der Lymphozyten wurde in KPNO 1640 Komplettmedium III fur 72 h bei 
37 X und S % CO2 durchgefuhrt. Nach Beendigung der Stimulation wurden zur Erho- 
hung der Zelizahl die Zellen fur weitere 24 h in RPMI 1640 Komplettmedium IV kulti- 
10 viert. 

Zur Bestimmung der intrazellularen Konzentrationen an AZT und AZT-Nukleotiden 
wurden die Zellen in RPMI 1640 Komplettmedium II mit einer Dichte von 
1 X 106 Zellen/ml in Gewebekulturflaschen (50 ml/25 cm2) uberfuhrt, und in 
15 Anwesenheit von 0.03 bzw. 0.3 jig AZT/ml (Charge 15) und 1 bzw. 10 ^ig AZT- 

DMDOPE/ml fUr 1 - 24 h inkubiert. 

Die Konzentrationen an AZT-DMDOPE und AZT orientierten sich hierbei an den 
IC50.Werten fur die antiretrovirale Wirksamkeit, die fiir AZT und AZT-DMDOPE in 
20 HIV-l-infizierten humanen PBL ermittelt wurden. 

Die Kulturen wurden anschlieBend fiir 1, 3, 6 und 24 h bei 37 ^'C und 5 % CO2 
inkubiert. AZT und seine Nukleotide wurden anschlieBend mit 60 % Methanol 
extrahiert. Die extrahierten Nukleotide wurden mit alkalischer Phosphatase quantitativ 
25 zu AZT dephosphoryliert, da nur AZT, nicht jedoch die entsprechenden Nukleotide mit 

Hilfe eines Radioimmuno-Assays detektiert werden kann. 

Die Konzentrationen an intrazellularem AZT, die mit Hilfe des Radioimmuno-Assays 
bestimmt wurden, setzten sich dementsprechend aus der des AZT und den der AZT- 
30 Nukleotide zusammen. Eine separate Quantifizierung der Konzentrationen an AZT-MP, 

AZT-DP und AZT-TP wurde nicht durchgefuhrt. Experimentelle Beobachtungen an 
stimulierten PBL konnten eine im Vergleich zu AZT-DP und AZT-TP um Faktor 40 
hdhere Konzentration an AZT-MP belegen (Amer et al., 1992, J. Biol. Chem. 267, 
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10968-10975). Entsprechend kann angenommen werden, dafi sich die Nukleotidfraktion 
fast ausschlieDlich aus AZT-MP zusammensetzt. 

In stimulierten humanen PBL wurden bei Inkubation mit 0.03 bzw. 0.3 jig AZT/ml 
6 maximale Konzentrationen von 2.90 bzw. 30.97 ng/lO^ Zellen nach einer Inkubation 

von 6 bzw. 3 h erreicht (Abb. 6). Die Konzentrationen fielen anschlieBend bei 
zunehmender Inkubationszeit auf 2.32 bzw. 19.88 ng/lO^Zellen ab. Nach Inkubation 
mit 1 bzw. 10 iig AZT-DMDOPE/ml zeigte sich ein uber die gesamte Inkubationszeit 
stetig steigender intrazellul^er Spiegel an AZT und seiner Nukleotiden Nach 24 h 
10 Inkubation mit AZT-DMDOPE und AZT waren die intrazellularen Spiegel identisch. In 

weiteren Experimenten konnte gezdgt werden, dafi dafi nach einer Inkubationszeit von 
18-48 h die intrazellularen Konzentrationen an AZT und AZT-Nukleotiden nach 
Inkubation mit AZT-DMDOPE sogar gr<)fier sind als nach Inkubation mit der 
aquipotenten Konzentration an AZT. 

15 

Bei nichtstimulierten humanen PBL kehrten sich die Verhaltnisse um (Abb. 7). So 
waren die intrazellularen Konzentrationen an AZT .und AZT-Nukleotiden nach 
Inkubation mit AZT-DMDOPE Ober die gesamte Inkubationszeit grdOer als nach 
Inkubation mit der aquipotenten Konzentration an AZT. Nach Inkubation mit 1 bzw. 
20 10 ng AZT-DMDOPE/ml wurden maximale intrazellulare Konzentrationen an AZT und 

AZT-Nukleotiden von 0.62 bzw. 4.74 ng/lO^ Zellen erreicht, wahrend nach Inkubation 
mit 0.03 bzw. 0.3 ^g AZT/ml Konzentrationen von 0.10 bzw. 0,47 ng/lO^ Zellen 
detektiert werden konnten. 

25 Zur separaten Quantifizierung von AZT und den AZT-Nukleotiden nach Inkubation mit 

BM 21.1290 Na wurden alle intrazellul&ren Konzentrationen an AZT und AZT- 
Nukleotiden mit und ohne Behandlung mit alkalischer Phosphatase besttmmt. Diese 
Experimente wurden an stimulierten humanen PBL durchgefiihrt. 

30 Hierfur wurden Zellsuspensionen mit einer Dichte von 10^ Zellen/ml mit 1 bzw. 10 jig 

AZT-DMDOPE/ml fur 6 bzw. 24 h bei 37 X und 5 % CO2 inkubiert. Die maximalen 
intrazellularen Konzentrationen an freiem AZT nach Inkubation mit 1 bzw. 10 ^ig AZT- 
DMDOPE/ml wurden nach 6 bzw. 24 h mit 0.03 bzw. 0.15 ng/lO^ Zellen detektiert 
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(Abb. 8). Wurden nach Behandlung mit alkalischer Phosphatase zus&tzlich die 
phosphorylierten intrazellularen AZT-Nukleotide erfaBt. so wurden nach 24 h maximale 
Konzentrationen von 3.85 bzw. 6.41 ng/lO^ Zellen geflinden. 



b. Bestimmung der intrazellularen Konzentrationen an AZT und/oder AZT-Nukleotiden 
tn P3X63 Ap8 6S3-ZeUen nach Inlcubation mit AZT-DMDOPE bzw. AZT 

Die Bestimmung der intrazellularen Konzentrationen an AZT und AZT-Nukleotiden in 
10 Thymidikinasedefizienten Zellen soUte weitere Erkenntnisse aber die intrazellulare 

Spaltung der Testsubstanz AZT-DMDOPE liefem. Intrazellulares AZT kann in diesen 
Zellen aufgnind eines Mangels an Thymidin-Kinase (TK) nicht in ATZ-MP und somit in 
das therapeutisch wirksame AZT-TP uberfuhrt werden. Die Bestimmung der 
intrazellularen Konzentrationen an AZT und AZT-Nukleotiden nach Inkubation mit 
15 AZT-DMDOPE konnte somit einen weiteren Hinweis auf die Spaltung der 

Teststubstanz geben. 

Hierfiir wurden in Gcwebekulturschalen (60 x 15 mm) 1 x lO^ZeUen in RPMl 1640 
Komplettmedium I mit 0.03 bzw. 0.3 ^g AZT/ml und 1 bzw. 10 ^ig AZT-DMDOPE/ml 
20 Ciber 6, 24 und 48 h inkubiert. Nach Extraktion von AZT und der AZT-Nukleotide und 

einer Behandlung mit alkalischer Phosphatase wurde die Konzentration an AZT mit 
Hilfe des Radtoimmuno-Assays bestimmt. 

Der graphischen Auftragung der Versuchsergebnisse tst zu entnehmen» daB die 
25 intrazellularen Konzentrationen an AZT und AZT-Nukleotiden mit AZT-DMDOPE 

deutlich hcher waren als nach Inkubation mit aquipotenten Konzentrationen an AZT. 
So wurden nach 6h Inkubation mit 1 bzw. 10^g AZT-DMDOPE/ml maximale 
Konzentrationen an AZT und AZT-Nukleotiden von 0.55 bzw. 4.40 ng/lO^ Zellen 
erreicht (Abb. 9). 



30 



Die maximalen intrazellularen Konzentrationen an AZT und AZT-Nukleotiden nach 
Inkubation mit 0.03 bzw. 0.3 fig AZT/ml wurden nach 48 h mit 0.03 bzw. 
0.31 ng/10^ Zellen bestimmt. 
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Zur Quanti&ierung der Anteile an phosphoryliertem AZT wurden die intrazellul^en 
Konzentrationen an AZT und AZT-Nukleotide vor und nach einer Behandlung der 
zellularen Extrakte mit alkalischer Phosphatase verglichen. Die Substanzspiegel an 
phosphoryliertem AZT nach Inlaibation mit 1 bzw. 10 vig AZT-DMDOPE/ml ergaben 
hierbei Werte von 0.48 bzw. 2.42 ng/lO^ Zellen (Abb. 10). Wurde nur AZT erfaOt, so 
wurden nach 24 h maximale Konzentrationen von 0.05 bzw. 1.10 ng/ml erreicht. Die 
Unterschiede in den intrazellularen Konzentrationen an AZT-Nukleotiden nach 
Inkubation mit AZT und AZT-DMDOPE kdnnen durch eine intrazellu^re Spaltung der 
Testsubstanz AZT-DMDOPE zu AZT-MP erklSrt werden. 

c. Abklingkinetik von AZT und AZT-Nu kleotiden in stimulierten humanen PEL nach 
Inkubation mit AZT-DMD OPE bzw. AZT 

Stimulierte humane PEL wurden fiir 24 h mit 0.3(igAZT/ml bzw. 10 ^ig AZT- 
15 DMDOPE/ml inkubiert. AnschlieDend wurden 1 x 10^7 Zellen in Gewebekulturflaschen 

(50 mI/25 cm2) mit RPMI 1640 Komplettmedium I uberfUhrt. Nach 1, 3, 6, 24 und 48 h 
wurde AZT und die AZT-Nukleotide aus der zellulfiren Matrix extrahiert. Nach einer 
Behandlung mit alkalischer Phosphatase wurde mit Hilfe des Radioinununo-Assays die 
Konzentration an AZT bestimmt. 

20 

Der graphischen Darstellung der Versuchsergebnisse ist zu entnehmen, daD nach 
Inkubation der Zellen mit AZT die intrazellularen Konzentrationen an AZT und AZT- 
Nukleotiden rasch abfallen und nach 6 h einen konstanten Wert von 0.40 ng/10^ Zellen 
erreichen. Bei Inkubation mit einer aquipotenten Konzentration an AZT-DMDOPE 

25 hingegen nehmen die AZT bzw, AZT-Nukleotide weniger stark ab und erreichen nach 

3 h bei einer wesentlich h6heren Konzentration einen uber 48 h konstanten Wert von 
1.80 ng/106 Zellen (Abb. 11). Da nichtphpsphoryliertes AZT durch mehrmaliges 
Waschen mit PBS aus der Zelle entfemt wurde sind die intrazellul&ren Konzentrationen 
hauptsachlich auf phosphorylierte AZT-Nukleotide zuruckzufiihren. Eine Inkubation 

30 mit AZT-DMDOPE stellt somit, im Vergleich zu einer aquipotenten Konzentration an 

AZT, der Zelle eine um Faktor 4.5 hdhere Konzentration an phosphoryliertem AZT zur 
Verfiigung. Diese groOen Unterschiede in den zellularen Konzentrationen an AZT- 
Nukleotiden nach Inkubation mit AZT-DMDOPE und AZT konnen durch eine direkte 
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intrazellulare Spattung des Thioetherlipid-AZT-Konjugates AZT-DMDOPE zu AZT- 
MP und dem korrespondierenden Thioetherlipidteil DMDOP erklfirt werden. 

BeispicI 9; 

5 

Charakterisierung des AZT-DMDOPE - spaltenden Enzvms/Enzvnisvstenis (LCE) 

Untersuchungen zur enzymatischen Spaltung von AZT-DMDOPE durch Zellhomogenate 
humaner PBL und CEM-SS-Zellen konnten zeigen, daB AZT-DMDOPE zu DMDOP und 
10 AZT-MP metabolisiert wird. Die Charakterisierung des LCE war Ziel der folgenden 
Untersuchungen. So wird die enzymatische Spaltung von AZT-DMDOPE in Abhangigkeit 
von der Proteinkonzentration, der Inkubationszeit und zweiwertiger Metalikationen 
untersucht. In Abhangigkeit verschiedener Substratkonzentrationen wird in 
enzymkinetischen Untersuchungen die apparenten Michaeiis-Menten-Parameter K]^ und 
V|Yi3x bestinimt. 

Fur diese Untersuchungen ist ein Enzym- Assay etabliert, in dem AZT-DMDOPE und 
[l^C]- AZT-DMDOPE als Substrat eingesetzt wurde (Beispiel 6). Bei protein- und 
zeitabhangigen Messungen wurden 5 nmol AZT-DMDOPE und 0.98 nmol (1.67 kBq) [^^CJ 
20 -AZT-DMDOPE /Ansatz verwendet. Bei substratabhangigen Umsetzungen wurde eine 
Stammlosung von 0.98 nmol [^^c]- AZT-DMDOPE und 0.7 nmol AZT-DMDOPE /80 ^l 
eingesetzt. Die verschiedenen Substratkonzentrationen wurden anschlieBend durch 
kontinuieriiche Verdopplung bzw. Halbierung des Volumens an Substratlosung eingestellt. 

25 Als Enzymquelle k5nnen z. B. Zellhomogenate, Zytosol- und Membranfraktionen bekannter 
Proteinkonzentrationen von verschiedenen humanen Zellen eingesetzt werden. 

a. Isolierung und Ouantifizierune von DMDOP nach enzvmatischer Spaltung von 
AZT-DMDOPE 

30 

Die Quantifizierung der enzymatischen Spaltung von AZT-DMDOPE wurde durch eine 
zweistufge Extraktion des Metaboliten DMDOP mit n-Heptan und anschlieBender 
Adsorption von Resten des Substrates AZT-DMDOPE an Kieselgel 60 H durchgefilhrt. 
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Hierbd wurden die Reaktionsans&tze mit 2-Propanol und n-Heptan versetzt. wobei sich 
das im Vergleich zum Substrat unpolare DMDOP in der n-Heptan-Phase anreichert. Die 
n-Heptan-Phase wurde dann mit Kieselgel 60 H versetzt, wobei Reste des Substrates 
AZT-DMDOPE adsorbiert werden. Die n-Heptan-Phase wurde anschlieBend durch 
5 Zentrifugation vom Kieselgel separiert, in 3 ml Aqua luma uberfiihrt und die in ihr 

enthaltene Menge an radioaktiv markiertem DMDOP im Flussigkeits-Szintiilations- 
Analysator uber einen Zeitraum von 5 min bestimmt. Aus diesen Ergebnissen konnte die 
prozentuale Umsetzung des Substrates AZT-DMDOPE zu DMDOP und die spezifische 
Aktivitat des LCE errechnet werden. Als spezifische Aktivitilt wurde hierbei die Menge 
10 an DMDOP bezeichnet die pro 1 mg Protein der eingesetzten Zellpriparationen pro 

Minute gebildet wurde. 

Zur Uberpnifiing der selektiven Extraktion von DMDOP aus dem Reaktionsgemisch 
wurden Optimierungsexperimente mit Membranfraktionen stimulierter humaner PEL 
15 durchgefuhrt. Die Proteinkonzentration war hierbei lOO^g/Ansatz Parallel wurden 

Ansatze ohne Protein mitgefUhrt. Nach der Extraktion wurde die n-Heptan-Phase im 
N2-Strom evaporiert, und die Ruckstande in einem . Gemisch aus Methanol und 
Essigs&ureethylester (1:1, v/v) aufgenommen. 

20 Die diinnschichtchromatographische Analyse erfolgte im IBA-System. Der 

Reaktionswert lieO hierbei nur den Peak der Muttersubstanz [^^C J- AZT-DMDOPE 
erkennen. Im Reaktionsansatz wurde ein Substanzpeak am Ende der Laufinittelfront 
detektiert, der aufgrund des Rf-Wertes eindeutig als der Metabolit [l^CJ-DMDOP 
identifiziert werden konnte (Abb. 12). Der Peak, der unmittelbar vor dem DMDOP- 

25 Substanzpeak lauft, kann keiner der bekannten Verbindungen zugeordnet werden. 

Vermutlich handelt es sich hierbei um eine Verbindung, die durch Oxidation des 
Schwefels im Thioetherlipidteil von DMDOP entstanden ist. Durch eine Extraktion mit 
n-Heptan konnte somit eine Isolation des enzymatischen Spaltproduktes DMDOP aus 
dem Enzym- Assay durchgefuhrt werden. Eine einfache und schnelle Quantifizierung des 

30 aus AZT-DMDOPE freigesetzten Metaboliten DMDOP war somit gewahrleistet. 
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b. Spaltunp von AZT-DMDOPE durch Zellhomopenate. Membran- und 
ZvtQsolfraktionen stimulierter humaner PBL 

In einer ersten Versuchsreihe wurde die enzymatische Spaltung von AZT-DMDOPE 
5 durch Zellhomogenate sowie durch Zytosol- und Membranfraktionen stimulierter 

humaner PBL untersucht. 

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration in Zellhomogenaten, Zytosol- und 
Membranfraktionen mit Hilfe des Bictnchoninsaure(BCS)-Tests wurden 0.02S - 
10 0.20 mg Protein/Ansatz eingesetzt. Die Reaktionsansatze wurden 2h bei 37 °C 

inkubiert, anschlieOend das Produkt DMDOP durch Extraktion mit n-Heptan aus den 
Ansatzen isoliert und die spezifische Aktivittt des LCE bestimmt (Abb. 13). 

Die AZT-DMDOPE-spaltende Aktivitdt war im Zellhomogenaten und in den 
15 Zytosolfraktionen mit 6.48 ± 0.38 (n = 6) und 1.65 ± 0.40 pmol mg-^ min"^ (n = 6) um 

Faktor 1.59 bzw. 6.3 kleiner als die spezifische Aktivittt in den Membranfraktionen mit 
14.23 ± 0.70 (n = 6) pmol mg'^ min*V Bei Isolierung der Membranfraktionen kommt 
es offensichtlich zu einer Anreicherung des LCE. Basierend auf diesen Ergebnissen 
wurden in den sich anschlieBenden Experimenten zur Bestimmung der enzymatischen 
20 Parameter des LCE Membranfraktionen eingesetzt. 

Die Membranfraktion, die durch den mechanischen AufschluB der Zellen und 
anschlieBender Ultrazentrifugation des Zellhomogenates gewonnen wurde, stellt ein 
Gemisch aus Fragmenten der Plasma- und Kemmembran sowie der Membranen der 
25 Zellorganellen dar. 

Eine Differenzierung der verschiedenen Membranfragmente war durch 
Ultrazentrifugation eines Zellhomogenates im Percoll-Dichtegradienten und einer sich 
anschlieBenden Charakterisierung durch den Plasmamembranmarker alkalische 
30 Phosphatase moglich. 

Zur Isoliemng der Plasmamembranen wurden 2 ml einer Zellsuspension stimulierter 
humaner PBL mit dner Zelldichte von 2.5 x 10^ Zellen/ml durch dreimaliges Einfrieren 
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und Auftauen aufgeschlossen und durch Zentrifugation im Percoll-Dichtegradienten 
fraktioniert. Dem Zentrifugat wurden 10 Fraktionen (1 ml) entnommen, Reste des 
Trennmediums entfemt und in den einzelnen Fraktionen die Aktivitfit der alkalische 
Phosphatase rait i>-Nitrophenylphosphat als Substrat bei 305 nm gemessen. 

5 

Die hochste Aktivitat an alkalischer Phosphatase war in Fraktion 8 zu bestimmen. Die 
Absorption der verbleibenden Fraktionen war wesentlich geringer.. Dies weist auf eine 
Anreicherung der Plasmamembranen in Fraktion 8 hin. In jeder Fraktion wurde nach 
Bestimmung der Proteinkonzentration die spezifische LCE-Aktivitfit ermittelt. Hierlxir 
10 wurde eine Proteinkonzentration von 0.05 mg/Ansatz eingestellt und die 

Reaktionsansatze bei 37 °C fUr 2 h inkubiert. Die hOchste spezifische LCE-Aktivitat von 
4.40 pmol mg'' min"' nun konnte hieibei in Fraktion 8 bestimmt werden. 

In alien weiteren Fraktionen wurden geringere spezifische Aktivitfiten von 1.10 - 1.90 
15 pmol mg ' min ' gemessen (Abb. 4.32). Die hdchste spezifische Aktivitat des LCE 

wurde somit in der Fraktion bestimmt, die gleichzeitig die hcichste Aktivitat an 
alkalischer Phosphatase aufweist. Dieser Befimd zeigt somit das Vorkommen des LCE 
in der Fraktion mit dem hdchsten AnteU an Fragmenten der Plasmamembran an. 

20 C Abh^Bigkgit d<ir SPwjfischen IXE-Afctivitat von der Pmtrinl c onzentratinn 

In weiterfuhrenden Untersuchungen sollte die Umsetzung von AZT-DMDOPE in 
Abhangigkeit steigender Proteinkonzentrationen der ZeUprflparationen bestimmt 
werden. 
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Hieri>ei wurden Membraniraktionen stimulioter und nichtstimulierter humaner PEL 
sowie humaner Blutmonozyten verwendet. Die Umsetzung von AZT-DMDOPE zu 
DMDOP durch die Membranfraktionen stimulierter humaner PBL wies beim Einsatz 
von 0.025 - 0.2 mg Protein/Ansatz lineares Verhalten auf (Abb. 14). Die spezifische 
30 LCE-Aktivitat betrug 14.23 ±0.7 pmol mg-1 min"! (n = 6) (Abb. 16). Bei der 

Umsetzung von AZT-DMDOPE durch Proteine der Membranfi-aktion nichtstimulierter 
humaner PBL zeigte sich eine lineare Abhangigkeit nur im Konzentrationsbereich bis zu 
0.05 mg Protein/Ansatz. Bei hdheren Proteinkonzentrationen war keine Linearitat mehr 
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g^eben. Die spezifische LCE-Aktivit&t, die aus den Umsetzungen im linearen Bereich 
berechnet wurde, betiug 1.45 ± 0.32 pmol mg"* min*^ (n = 6). 

Zur Bestimmung der spezifischen LCE-Aktivitat in humanen Blutmonozyten wurden 
5 diese im hypertonischen Dichtegradienten isoliert. Monozyten haben mit L068 g/ml im 

Durchschnitt eine etwas geringere Dichte als Lymphozyten mit 1.070 g/ml, Dieser 
Unterschied in der Dichte ist allerdings sehr gering, so daB eine Trennung dieser 
Blutzellen in einem isotonischen Gradienten nicht mdglich ist. 

Unter hypertonischen Bedingungen verlieren Lymphozyten schneller Wasser als 
Monozyten, resultierend in dner Zunahme ihrer Dichte. In einem hypertonischen 
Trennmedium ist es deshalb mdglich, Monozyten aus Vollblut oder leukozytenreichem 
Plasma zu isolieren. Eine Isolierung humaner Blutmonozyten ist ebenfalls aus "Buffy 
coat" mdglich. Hierbei wurden mononukleare Zellen unter isotonischen Bedingungen im 
Dichtegradienten getrennt and Monozyten anschlieBend in Gewebekulturflaschen 
(175 cm^/800 ml) durch ihre Adhdrenz separiert. 

Mit Hiife der durchflufizytofluometrischen Analyse konnte nach Bestinmiung von 
GrdBe und GranularitMt sowie nach speafischer Antikdrperfarbung eine Stimulation 
20 dieser Zellen durch Adh&renz nachgewiesen werden. Aufgrund dieser Stimulation 

wurden die Monozyten, die durch Adharenz am Boden der Gewebekuhurflaschen 
isoliert wurden, im folgenden als Monozyten/Makrophagen (stimulierte Monozyten) 
bezeichnet. 

25 Bei enzymatischen Umsetzungen von AZT-DMDOPE durch die Membranfraktion 

humaner Monozyten, die im Verlauf ihrer Isolierung durch Adh&renz stimuliert wurden, 
konnte eine lineare Abhtogigkeit bis zu einer Konzentration von 0.1 mg Protein/Ansatz 
festgestelit werden (Abb. 15). Die spezifische AktivitSt betrug 8.8 ± 0.26 pmol mg-' 
min"^ (n = 4) (Abb. 16). Wurden die Monozyten direkt im hypertonischen 

30 Dichtegradienten isoliert, so zeigt sich bei der enzymatischen Spaltung lineares 

Verhalten nur bis zu einer Proteinkonzentration von 0.025 mg Protein/Ansatz. Bei 
haheren Proteinkonzentrationen blieb der Substratumsatz nahezu konstant. Die 
speafische Aktivit&t wurde analog zu Umsetzungen mit Membranfraktionen 
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nichtstimulierter humaner PBL aus dem linearen Bereich berechnet und betrug 
3.2 + 0.60 pmol mg"l min-l (n = 4). 

Zusammenfassend laBt sich feststeilen. daB bei der Umsetzung von AZT-DMDOPE 
5 durch Enzyme der Membranfraktionen stimulierter humaner PBL und Monozyten 

hdhere spezifische LCE-Aktivitaten beobachtet warden als bei Umsetzung von AZT- 
DMDOPE durch Membranfraktionen nichtstimulierter Zellen (Abb. 16). 

Abhanpjjgkeit der spezifischen LCE-Aktivitat von der Inkubationszeit 

Die enzymatische Spaltung der Versuchssubstanz AZT-DMDOPE in AbhSngigkeit von 
der Inkubationszeit wurde mit Membranfraktionen stimulierter humaner PBL als 
Enzymquelle durchgefuhrt. Die Reaktionsansatze wurden 0.5, 1, 2, 3, und 6 h bei 37 °C 
inkubiert und anschlieflend die Menge des Metaboliten DMDOP bestimmt. Nach 
graphischer Auftragung der Versuchsergebnisse konnte gezeigt werden, daO die 
Umsetzung von AZT-DMDOPE zu DMDOP iiber den gesamten Zeitraum der 
inkubation von 0.5 - 6 h Linearitat zu erkennen ist (Abb. 17). 

Abhftngigkeit der spezifischen LCE-Aktivitat von z weiwertipen Metallkationen 

Die Abhangigkeit der enzymatischen Spaitung von AZT-DMDOPE durch das LCE von 
zweiwertigen Metallkationen wurde mit Membranfraktionen stimulierter humaner PBL 
als Enzymquelle untersucht. 

Die zweiwertigen Metallkationen wurden in einer Konzentration von 2 mM im LCE- 
Assay eingesetzt. Die Proteinkonzentration wurde mit 0.068 mg/Ansatz festgelegt. 

Parallel wurde ein Ansatz mit EGTA mitgefiihrt. EGTA ist ein spezifischer 
Komplexbildner fur Ca^"*" das essentiell fvir die Aktivitat der Phospholipase C ist. Nach 
30 einer Inkubationszeit von 2h bei 37 wurde der Umsatz der Muttersubstanz 

gemessen und die spezifische Aktivitat des LCE bestimmt (folgende Tabelle). 
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Tabelle: Spahung von AZT^DMDOPE dutch Membranfrakdonen stimuUerter 
humaner PBL in AbhUngigkat von EGTA und z^eiwerrigen MetaU- 
kationen (Mittelwert ± SD, n-3 Bestimmungen) 



EfTektor 
\1 mMI 


DMDOP 
[pmoll 


Speziflsche Aktivitat 
fpmol mg-l min-ll 


Inhibition 

r%i 


EGTA 


84.96 ± 11.18 


10.41 ± 1.37 


sO 


CaCb 


50.50 ± 2.13 


6.19 ± 0.26 


41.0 ± 2.5 


MgCl, 


84.36 ± 17.02 


10.34 ± 2.08 


0 


ZnCI? 


0 


0 


100.0 




4.75 ± 0.63 


0.58 ± 0.08 


94 ± 1 



5 

Die hdchste spezifische Aktivitat wurde bei Verwendung von EGTA und MgCl2 mit 
10.41 ± 1.37 (n - 3) bzw. 10.34 ± 2.08 pmol mg"^ min"^ (n = 3) erreicht. Innerhalb der 
MeBgenauigkeit konnte also keine Inhibierung durch MgCl2 nachgewiesen werden, 
Wurde im Enzym-Assay die CaCl2 eingesetzt, so konnte eine spezifische Aktivitat von 
10 6. 19 ± 0.26 pmol mg'^ min'l (n = 3) bestimmt werden. Dies bedeutet im Vergleich zum 

Ansatz mit EGTA eine Hemmung der LCE- Aktivitat von 41.0 ± 0.25 % (n = 3). Bei 
ZnCb war innerhalb der MeBgenauigkeit kein DMDOP nachweisbar. ZnCl2 und MnCl2 
fiihrten zu einer totalen Hemmung der Umsetzung von AZT-DMDOPE zu DMDOP 
und AZT-MP. 

15 

f. Bestimmung der apparenten Michaelis-Menten-Parameter Km ""d ^ max 

Zur Bestimmung der apparenten Michaelis-Menten-Parameter fiir das LCE wurde die 
enzymatische Spaltung von AZT-DMDOPE in Abhangigkeit steigender 
20 Substratkonzentrationen untersucht. 



ERSATZBLATT (RBGEL26) 



wo 96/15234 



43 



PCT/EP95/04414 



Tabelle: Apparenfe hUchadis^Menten-Parameter Kj^f und des LCE in 
siimulierien und nichtsHmuUerten humanen PBL same humanen 
Monozyten und Mono^ten/Makrophagen (stimuUerie Monozyten) 





^max 
[pmol mK~^ min'l] 


Km 
fuMl 


nichtstimiilierte humane PBL 


2.03 ± 0.19 


5.51 ± 0.99 


stimulierte humane PBL 


15.29 ± 0.37 


2.26 ± 0.16 


humane Monozyten 


1.61 ± 0J7 


12.08 ± 4.13 


humane Monozyten/Makrophagen 
(stimulierte Monozyten) 


9.09 ± 0.44 


4.63 ± 0.45 



5 

Hierfiir wurden Membranfraktionen stimulierter und nichtstimulierter humaner PBL 
some humaner Monozyten und Monozyten/Makrophagen (stimulierte Monozyten) 
eingesetzt. Die ReaktionsansStze enthiehen eine konstante Proteinmenge von 
0.068 mg/Ansatz und wurden bei 37 ^^C fiir 2 h inkubiert. AnschlieBend wurde die 
1 0 Menge des Metaboliten DMDOP bestimmt. 

Beispiel 10: 

Ver$pcb$ti^r^ 

15 

Zur Bestimmung der pharaiakokinetischen Parameter der Versuchssubstanz AZT-DMDOPE 
vsoirdcn /w-v/vo-Experimente an weiblichen Balb/c-Mausen (Charles River Wiga, Sulzfeld; 
Bormholtgard, Ry (Danemark); IfFa Credo, L'Abresle (Frankreich)) durchgefuhrt. Die 
Tierlieferungen wurden vor Versuchsbeginn auf Vimsantikorper (Mause Heptatisvirus, Reo- 
20 Virus, Paro-Virus) untersucht. In den Versuchen wurden nur Tiere eingesetzt, deren 
Antikorpertiter negativ war. 

Versuchgtierhalfting 



25 Die Tierhaltung erfolgte in vollklimatisierten Tierstallen mit einer Raumtemperatur von 22 - 
24 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 - 70 % und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 
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12 Stunden. Durch Laminarflowboxen wurde im Tierstall IS - 20 mal pro Stunde dn 
Luftaustausch gew£Lhrleistet. Den Ti^en wurde eine Standarddiat (Ssnifif, Soest) und uber 
dne Flaschentranke Wasser ad libitum verabreicht. 



5 BeMpiyi 11; 



Zellkultunnethoden 



a. Krypkon^ervieryns von Zelljmffl 

10 

Zur Kryokonserviening wurden Zellen in RPMI 1640 Medium auf eine Zelldichte 
von 5 X 10* Zellen/ml eingestellt und 10 min bei 1600 rpm in der Minifuge T 
sedimentiert. AnschiieBend wurde das Zellsediment in einem gleichen Volumen an 
Kiyokonservierungsmedium aufgenonunen. Nach Resuspension des Zellsediments 
15 wurde jeweils 1 ml der Zellsuspension in Kryorohrchen (1.8 ml) uberfiihrt und fur 24 

h bei -70 X eingefroren. Zur endgultigen Lagerung wurden die Kryorohrchen in 
einen Thermobeh^ter mit fliissigen N2 iiberfuhrt. 



Kryokonservieningsmedium 60 % (v/v) RPMI 1640 Medium 
20 0.05 mM 2-Mercaptoethanol 

100 U/ml Penicillin 
1 00 jig/ml Streptomycin 
30 % (v/v) Fotales Kalberserum 
10% (v/v) DMSO 



26 



Stammkulturhaltung und Aufeuchtbedingungen 
Kultuvierung von CEM-SS-Zellen 



30 Die Kultivierung der Suspensionszellinie CEM-SS erfolgte in RPMI 1640 

Komplettmedium I. Hierfur wurden 1 x 10^ Zellen in eine Gewebekulturflasche (83 
cm^/260 ml) mit SO ml Medium Oberfiihrt. AnschiieBend wurde die Kultur fur 3 Tage 
bei 37 und 5 % CO2 inkubiert. Fiir die Zellpassage wurden die Zellen mit einer 
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sterilen Pipette der GewebekuHurflasche entnommen und in der Minifiige T fiir 10 
min bei 1600 rpm sedimentiert. Nach Resuspension der Zellen in 
Kultivieningsmedium und Bestinunung der Zellzahl durch Eosin&tung in der 
Neubauer-Zahlkanuner wurden 1x10^ Zellen zur Passage in SO ml frisches Medium 
5 eingesetzt. 

Kultivierung von P3X63 Ap8.653-Zellen 

Die Kultivierung von P3X63Ag8.6S3-Zellen erfolgte als Monolayer in RPMI 
10 1640KomplenmediumL Hierfur wurden 5 x 10* Zellen in eine Gewebe- 

kulturflasche (83 ctn^/260 ml) mit 40 ml Medium uberfiihrt. Die Zellkultur wurde fiir 
5 Tage bei 37 ^'C und 5 % CO2 inkubiert bis der Boden der Gewebekulturflasche mit 
einem konfluenten Zellmonolayer bedeckt war. Fur die Zellpassage wurden die 
adharenten Zellen mit einem Zellschaber mechanisch vom Flaschenboden gelost und 
15 anschlieOend durch Zentrifugation fiir 10 min bei 1600 rpm in der Minifiige T 

sedimentiert. Nach Resuspension der Zellen in Kultivierungmedium wurde die 
ZellzahJ durch Eosinfib1>ung in der Neubauer-Z^kanmier bestimmt und 5x10^ 
Zellen zur Passage in 40 ml frisches Medium eingesetzt. 

20 c. Zellzahlbestimmungen 

Bestimmung der Zellzahl durch Eosinfarbung in der Neubauer-Zahlkammer fLindl 
und Bauer 1989. Zell- und Gewebekultur. S. 75-90. Gustav Fischer Verlag. 
Stuttgart. New York^ 

25 

Zur Bestimmung der Zellzahl in Suspensions- und Monolayerkulturen wurde in PBS 
eine Zellkonzentration von 0.1 - 1 x 10* Zellen/ml eingestellt und eine Portion dieser 
Zellsuspension mit 20 }il Eosin versetzt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension 
vorsichtig mit einer Pipette durchmischt, fiir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und 
30 in eine Neubauer-Z^kammer Oberfiihrt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte 

unmittelbar nach der Inkubationszeit im Umkehr-Phasenkontrast-Mikroskop, wobei 
die Zellen innerhalb der vier groflen Quadrate gezShlt wurden. Vitale Zellen wurden 
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10 



hierbei im Gegensatz zu avitalen Zellen nicht angei^t. Schwach angefiirbte Zellen 
wurden als avital betrachtet. 

Die Zahl vitaler Zellen/ml ergab sich aus der Anzahl nichtgefarbter Zellen der vier 
GroBquadrate multipliziert mit dem Kammmerfaktor lO"* und dem 
Verdunnungsfaktor der Zellsuspension in der Eosinlosung. 

Bestimmunfg der Zellzahl dutch elektronische Z&hlune im Coulter-Counter gindl 
undBapgr. 198?) 



Die Messung der Zellzahl im Coulter-Counter beruht auf einem DurchfluB der Zellen 
zwischen zwei Platinelektroden. Passiert eine Zelle die Offiiung der beiden 
Elektroden, so andert sich der Widerstand des durch die Elektroden flieOenden 
Stroms proportional zur GroDe der Zelle. Dies erzeugt einen Spannungsimpuls, der 
15 aufge2^ichnet wird und somit eine Quantifizierung der Zellen erlaubt. 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 25 ^1 der Zellsuspension in 3 ml Iso-Osmol, 
einer Tr&gerflUssigkeit fur den Coulter-Counter, uberfuhrt und in die Apparatur 
injiziert. 

20 

Bet dieser Art der Zellzahlung wird die Gesamtzellzahl der Zellsuspension bestinmit. 
Eine Unterscheidung vitaler und avitaler Zellen ist nicht moglich. 

d. Ablosung adharenter Zellen durch Trvpsin/EDTA 

25 

Adharente ZeUen konnten auf enzymatischem Weg durch Behandlung mit 
Trypsin/EDTA vom Boden des jeweiligen Kulturgefafies gelost werden. Hierfur 
wurde der Kulturiiberstand vorsichtig dekantiert und die Zellen zweimal mit 
vorgewarmten (37 °C) Kultivierungsmedium gewaschen. Zur Ablosung der Zellen 
30 vom Boden des Kulturgefafles wurden diese fur 5 min mit einer Trypsin/EDTA- 

Losung (1 x) bei Raumtemperatur inkubiert. Das Volumen an Trypsin/EDTA- 
Losung wurde hierbei so gew^hlt, daB der Boden des jeweiligen KulturgefaBes 2-3 
mm mit der enzymatischen Ldsung bedeckt war. Nach Beendigung der 
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Inkubationszeit wurden die Zellen durch vorsichtiges Schatteln der Flasche vom 
Boden gelOst, aus dem KuhurgefkB entfemt imd mit einem gleichen Volumen an 
RPMI 1640 Komplettmedium I versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10 min 
bei 1600 rpm in der Nfinifuge T sedimentiert. Der Oberstand wurde verworfen, das 
5 Zellsediment in kaltem PBS resuspendiert und unter gleichen Bedingungen emeut 

zentrifugiert. Die Zellen wurden dann entsprechend ihrer weiteren Verwendung in 
Kultivierungsmedium oder Puffer resuspendiert. 

e. Isolierunp von mononuldearen Zellen aus Humanblut 

10 

Isolierung von humanen PBL aus "Bufiv coat" durch Zentrifugation im isotonischen 
Dichtegradienten (Bovunu 1968. Scand. J. Clin. Lab. In vest. 21 fSuppl. 971 77-89: 
BQvum 1976. Scand, J. Clin. Lab. Invest S fSuool. 5V S-15-> 

15 Zur Isolierung von humanen PBL wurde "Buffy coat" von gesunden Spendem 

gemischt und nriit RPMI 1640 Komplettmedium II im Volumenverhaltnis 1:2 
verdunnt. In Polypropylenr6hrchcn (50 ml) wurden 20 ml kaltes 
Lymphozytentrennmedium vorgelegt und vorsichtig mit IS ml des verdUnnten "Bufly 
coats" uberschichtet. Die Fraktionierung erfolgte durch Zentrifugation bei 

20 Raumtemperatur fur 30 min und 1600 rpm (Beschleunigung 4/Bremse 4) in der 

Miniiuge T. Die zwischen Probe und Trennmedium gut sichtbare Bande wurde mit 
Hilfe einer Combitip-Pipette gewonnen. Zur Entfemung des Trennmediums wurden 
die gesammelten Fraktionen bei Raumtemperatur fiir 10 min und 1600 rpm 
sedimentiert. Der Oberstand wurde dekantiert und die Zellen entsprechend ihrer 

15 Verwendung dreimal mit RPMI 1640 Komplettmedium II oder kaltem PBS 

gewaschen. 

Stimulation und Kultiviening von humanen PBL 

'0 Nach Isolierung von humanen PBL mittels Zentrifugation im isotonischen 

Dichtegradienten war es moglich, periphere Lymphozytenkulturen an2xilegen. 
Normalerweise sterben Blutzellen in Kultur relativ schnell ab. Lymphozyten konnen 
allerdings uber mehrere Generationen in Kultur gehahen werden. Um eine 
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Proliferation dieser ZeUen zu erreichen, wurden sie mit dem Mitogen PHA-M, dem 
Lelctinextrakt der roten Feuerbohne (Phaseolus vulgaris), stimuiiert. 

Zur Stimulation wurden die isolierten Zellen in Gewebekulturflaschen (175 cmVsOO 
5 ml) in RPMI 1640 Komplettmedium II auf eine Zelldichte von 1 x 10^ Zellen/ml 

eingestellt und fur 72 h bei 37 ''C und 5 % COj inkubiert. Um eine zu groBe 
Zelldichte zu vermeiden, wurde nach 24 h die Zellsuspension mit 
Kultivieningsmedium im Volumenverhaltnis 1:1 verdunnt. Nach Beendigung der 
Stimulationszeit wurde das Mitogen PHA-M durch dreimaliges Waschen mit RPMI 
10 1640 Komplettmedium II entfemt. Zur Zellexpansion wurden die stimulierten 

. Lymphozyten in RPMI 1640 Komplettmedium IV auf eine Zelldichte von 5-7x10^ 
Zellen/ml eingestellt und fiir 24 h kultiviert. 



15 



Herstellung von leukozvtenreichem Plasma aus VoUblut (Bovum. 1968) 



Venoses Frischblut von gesunden Spendem wurde zur Verhinderung der Gerinnung 
im Volumenverhaltnis 49:1 mit steriler 10 % (w/v) EDTA-Losung versetzt. Um eine 
schnelle Vermischung dieser Komponenten zu erreichen, wurden dem Spender kleine 
Volumina von 8 - 9 ml Blut in Polystyrolrohrchen (14 ml) entnommen. Zur 

20 Herstellung von leukozytenreichem Plasma wurde EDTA-Blut und Dextran 75 im 

Volumenverhaltnis 10:1 gemischt. Die beiden Komponenten wurden gut 
durchmischt, und die Erythrozyten bei Raumtemperatur iiber einen Zeitraum von 60 
min sedimentiert. AnschlieBend wurde der fast klare Uberstand^ das leukozytenreiche 
Plasma, mit einer Pipette vorsichtig entnonmien und zur Isolierung von Monozyten 

25 verwendet. 



Isolierung von humanen Monozvten aus leukozvten-reichem Plasma durch 
Zentrifiigation im hvpertonischen Dichtegradienten fBovum. 1983. Scan. J. Clin. 
Lab. Invest. 17. 429-436^ 

In einer hypertonischen Losung war es moglich, nichtstimulierte Monozyten aus 
VoUblut Oder leukozytenreichem Plasma zu isolieren. Hierfur wurden in 
Polystyrolrdhrchen (14 ml) 3 ml des hypertonischen Trennmediums NycoPrep 1.068 
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vorgelegt und vorsichtig mit 6 ml leukozytenrdchem Plasma Qberschichtet. Die 
Rdhrchen wurden verschlossen und in der Miniiuge T bei Raumtemperatur fiir IS 
min und 600 x g (Beschleunigung 4/Bremse 4) zentrifugiert. Nach der Zentriiugation 
wurde die klare Plasmaphase bis 5 mm uber der breiten, diffiisen Bande entfemt und 
verworfen. Die verbleibende Plasmaphase und die H^e der breiten, difilisen Bande 
wurde entnommen und die Zellen durch Zentrifugation in der Nfinifiige T fiir 7 min 
unter gleichen Bedingungen sedimentiert. Das Zellsediment wurde anschlieBend zur 
Entfemung von Resten des Trennmediums zweima] in 6 ml Waschldsung 
resuspendiert und gewaschen. 



15 



Nvcoprep 1.068 13 % (w/v) 
0.58 % (w/v) 
5(mM) 
Dichte 
Osmolarit&t 



Nycodenz 
NaCI 

Tricine/NaOH pH 7.4 
1.068 ± 0.001 g/ml (20 ""C) 
335 ± 5 mOsm 



Waschlosung 0.9 % (w/v) NaCl 
0.13% (w/v) EDTA 
1 % (w/v) BSA (Fraktion V) 

20 

Isolierung von humanen Monozvte n aus "Buf!v coat" durch Adhftrenz fAndreesen 
et al., 1983. J. Immun. Method s 56. 295-304-> 



Aus "Buflfy coat" wurden mononukleare Zellen durch Zentrifugation im isotcnischen 
25 Dichtegradienten isoliert und dreimal mit serumfreiem RPMI 1640 Medium 

gewaschen. Zur Isolierung der Monozyten wurden die Zellen in 
Gewebekulturflaschen (175 cmVsOO ml) mit 20 ml RPMI 1640 Komplettmedium II 
auf eine Zelldichte von 5x10^ Zellen/ml eingestellt und fiir 45 min bei 37 X und 5 
% CO2 inlcubiert. Nichtadharente Zellen wurden nach Beendigung der Inlcubation 
30 durch Dekantieren des Mediums entfemt. Die Zellschicht am Boden der 

Gewebekulturflasche wurde anschlieBend zur Entfemung von Resten an 
Suspensionszellen zweimal mit temperiertem (37 **C), serumfreiem RPMI 1640 
Medium gewaschen. Die Zellschicht wurde mit 30 ml RPMI 1640 Komplettmedium 
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V versetzt und fur weitere 24 h unter gleichen Bedingungen inkubiert. Die Abldsung 
der adharenten Monozyten erfolgte durch eine Behandlung mit Trypsin/EDTA. 

BeiypicI 12; 

5 

Inrniunologische Methoden 

a. DurchfluDzvtofluoinetrische Analyse von Zellsubpopulationen aus Humanblut durch 
direkte und sequenttelle Antilcorperf&rbung 

10 

Fur die durchfluDzytofluometrische Analyse wurden die zu charakterisierenden 
Zellen in FACS-PBS auf eine Zelldichte von 1 x 10^ Zellen/ml eingestellt Die 
Antikorperstammlosungen wurden mit FACS-PBS im Volumenverhaltnis 1:50 
verdunnt. Fur die direkte und sequentielle Anttkorperfarbung wurden SO ^1 der 
15 Zellsuspension (1 x 10^ Zellen/ml) in die Vertiefimgen einer Mikrotiterplatte mit 

konischem Boden vorgelegt. 
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Antikdroer fiir die durohfluflzytoflucmietrigeha Analyse mmionuldearer hiunaner 
Blutzdlen 



AntikOrper 


Spezifitit 


FluoreszenzfarbstofT 


AntikOrperfirbung 


Anti-Leu-12 
(CD19) 


Leu-12(CD19) 
B-Lymphozyten 


PE 


direkt 


Anti-Leu-Sb 
(CD2) 


Leu>5 (CD2) 
T-Lymphozyten 


FITC 


direkt 


Anti-Monozyt 
(CD14) 


gp55 
Monozyten 
Makrophagcn 




sequentiell 


Anti-Leu-2a 
(CDS) 


Zytotoxische- 
T-Lymphozyten 


FITC 


direkt 


Anti-Leii-3a 
(CD4) 


Heifer- 
T-Lymphozyten 


PE 


direkt 



5 Anschliefiend wurde die Zellsuspension mit einem gleichen Volumen des Antikorpers 

versetzt, der im Falle einer direkten Antikdrperfiirbung mit einem fluoreszierenden 
FarbstoflF gekoppclt ist. Die Ansatze wurden fiir 30 min bei 4 **C inkubiert und 
anschlieBend zur Sedimentation der Zellen bei 1400 rpm und Raumtemperatur fiir 2 
min in der Minifiige T zentrifiigiert. 

10 

Die tJberstande wurden entfemt, und das Zellsediment zur Entfemung von Resten 
des nichtgebundenen Antikorpers in 200 pi FACS-PBS resuspendiert und emeut, 
wie beschrieben, zentrifiigiert. Der Uberstand wurde entfemt und das Zellsediment 
im Falle einer direkten Antikdrperarbung in 100 pi FACS-PBS resuspendiert. 
15 Bei einer sequentiellen Antikdrperfarbung wurde nach Beendigung der 

Zentrifiigation das Zellsediment in 100 pi einer Losung des mit Phycoerythrin 
markierten Antikdrpers Ziege-Anti-Maus Ig-R-PE (3 pg/ml) aufgenommen und fiir 
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30 min bei 4 inkubiert. Reste des nichtgd>undenen Anttkdrpers wurden, wie 
beschrieben, durch Waschen mit 200 ^1 FACS-PBS entfernt und das Zellsediment 
zur durchfluBzytofluometrischen Zellanalyse in 100 \x\ FACS-PBS resuspendiert. 

Bestimmung der ZellvitalitM durch Propidiumio didf&rbung im durchfluBzvtofluo- 
metrischen Analvsator 

Die Bestimmung der Anzahl vitaler und avitaler Zellen durch 
durchfluBzytofluometrische Analyse ist nach Farbung der Zellen mit dem 
fluoreszierenden Farbstoff Propidiumjodid m6glich. Dieser FarbstofT wird nur von 
avitalen Zellen aufgenommen. Hierfiir wurde die Zellsuspension in PBS auf eine 
Konzentration von 0.5 - 1 x 10^ ZeUen/ml eingestellt. Aus dieser Zellsuspension 
wurden 1 80 |il entnommen und mit 20 ^1 einer Propidiumjodidlosung (5 ng/ml) 
versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurden 100 ^il der Losung in den 
Zellanalysator injiziert. Durch eine statistische Analyse im Lysis D-Programm des 
Zellanalysators konnte die prozentuale Verteilung der vitalen und avitalen Zellen 
bestimmmt werden. 

Quantitative Bestimmung von AZT in Z ellextrakten mittels "^J-AZT-Radioimmuno- 
Assav 

Zur quantitativen Bestimmung von AZT wurde ein kommerzieller *^^J-AZT RIA 
Test-Kit verwendet. Puffer und L6sungen wurden gemafl den Angaben des 
Herstellers angesetzt und im Test-Kit eingesetzt. Die Reaktionsans&tze wurden nach 
untenstehendem Schema (Tab. ) pipettiert, vorsichtig gemischt und fiir 2 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden zur Prazipitation des Komplexes 
aus "*J-AZT und des AZT-Antikdrpers (aus Kaninchen) 500 ^1 des Ziege-Anti- 
Kaninchen-Antikdrpers hinzugefugt. Die Ans&tze wurden gemischt und errieut bei 
Raumtemperatur fur 30 min inkubiert. 
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Pipettierschema des J-AZT-Radioimmuno-Assavs zur quantitativen Bestmimiing von AZT 
in Zeliextrakten 



. ■,".'.v.'.' V./.:' 1} 

f;:^.m^.--.:v■,. i 


nicht bindender 
Standard 


Nullstandard 


Standard 


Probe 


Nullstandard (^1] 


300 


200 


- 


- 


Standard 
(Mil 






200 




Probe 

Nl 








200 


"*J.AZT 


100 


100 


100 


100 


AZT-Antik6rper 




100 


100 


100 



5 Zur Sedimentation des Pr&zipitationskomplexes wurden die Ans&tze anschlieBend bei 

1000 X g fur 20 min zentriiligiert. Nach Dekantieren des tJberstandes wurde die 
RadioaktivitM des Sedimentes fur 60 sec im Flussigkeits-Szintillations-Analysator 
gemessen. Zur Ermittlung des Absolutwertes wurde die Radioaktivitat von 100 jil 
*^^J-AZT nach einer Inkubation von 2 h bei Raumtemperatur unter gleichen 
10 Bedingung bestimmt. Die Konzentrationen an AZT in der biologischen Matrix vsoirde 

mit Kilfe einer Eichkurve ennittelt, die mit Standards definierter 
Substanzkonzentrationen des Test-Kits erstellt wurde. 
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BeisDiel 13: 

Charakterisiening der intrazellularen enzvmatischen Spaltung von BM 21 . 1290 Na 

5 Die Ergebnisse der /n-v/Yro-Pharmakokinetikstudien mit AZT-DMDOPE bzw. AZT in 
stimulierten und nichtstimulierten humanen PEL sowie thymidinkinasedefizienten 
P3X63Ag8.6S3-Zellen deuten auf eine intrazellulare enzymatische Spaltung von AZT- 
DMDOPE unter direkter Freisetzung von AZT-MP und des korrespondierenden 
Thioetherlipidteiles DMDOP hin. Diese intrazellulare enzymatische Spaltung soUte in 

10 weiteren Experimenten auf subzellulfirer Ebene durch einen direkten Nachweis der 
entsprechenden Metabolite belegt werden. Fur eine eindeutige Charakterisierung der 
Spaltung war somit die Identifbderung der bisher bekannten Metabolite notwendig, die aus 
der Muttersubstanz AZT-DMDOPE entstehen konnen. Hier2ni gehdren die Substanzen 
DMDOP, AZT und AZT-MP, sowie die Substanzen , die durch Oxidation des Schwefels im 

1 5 Thioetherlipidteil aus der Muttersubstanz AZT-DMDOPE entstehen. 

a. Entwicklung von Methoden zur Bestimmung der R^Werte von AZT-DMDOPE und 
dessen potentieller Metabolite 

20 Die Identtfizierung der potentiellen Metabolite von AZT-DMDOPE war mit Hilfe 

der DC moglich. Hierfiir wurden die nicht radioaktiv markierten Reinsubstanzen mit 
Hilfe verschiedener Trennsysteme analysiert und anschlieBend eine Bestimmung der 
RrWerte durchgefiihrt. 

25 Die Substanzen wurden hierfur in einem Gemisch aus Essigsaureethylester und 

Methanol (1:1, v/v) mit einer Konzentration von 4 mg/ml gelost. Mit Hilfe einer 
Mikrokapillare wurden 5 ^1 dieser Losungen auf die stationare Phase aufgetragen 
und analysiert. 

30 Thioetherlipide wie AZT-DMDOPE , DMDOP, sowie solche, die durch Oxidation 

des Schwefels entstehen, konnten mit Hilfe eines jodhaltigen Reagenz markiert 
werden, das den Thioetherlipidteil dieser Verbindungen anfarbt. AZT und AZT-MP 
konnten aufgnind ihrer Absorption im ultravioletten Bereich bei 254 nm 
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ausschlieBlich auf DC*Platten mit Fluoreszenzindikator sichtbar gemacht werden. 
AZT-DMDOPE , die Substanz mit Thioetherlipidteil und chromophorer Gruppe, 
waren beiden Aiten der Detektion zugfinglich. 

5 Fur die dunnschichtchromatographische Analyse der Substanzen wurden drei 

Trennsysteme etabliert, die sich hinsichtlich ihrer stationaren und mobilen Phasen 
unterscheiden. 

Im ersten Trennsystexn, dem IBA-System, mit Kieselgel 60 als stationSrer Phase, 
10 konnte die Muttersubstanz AZT-DMDOPE neben DMDOP identifiziert werden. Als 

mobile Phase wurde cin Gemisch aus 2-Propanol:n-Butylacetat:Aqua bidest. (10:6:4, 
v/v/v) eingesetzt. 

Bine Weiterentwicklung dieses Trennsystems wurde durch die Verwendung von 2- 
15 Propanol:n-Butylacetat:Aqua bidest. :Eisessig (3:5:1:1, v/v/v/v) als mobile Phase 

(ffiAE-System) erreicht. Die Substanzen AZT-DMDOPE und DMDOP konnten 
hierbei, wie im IBA-Trennsystem beschrieben, auf Kieselgel 60 DC-Platten getrennt 
werden. Zus&tzlich konnten AZT und AZT-MP im UV-Licht bei 254 nm und 
Verwendung einer stationfiren Phase aus Kieselgel 60 mit Fluoreszenzindikator 
20 getrennt werden. Aufgrund des AZT-Teils war ebenfalls eine Detektion der 

Muttersubstanz AZT-DMDOPE sowie deren Oxidationsprodukte moglich. 

Nach Visualisierung der Substanzen auf der DC-Platte wurden die RrWerte 
bestimmt. 

25 

Zur Unterscheidung der Substanz AZT-DMDOPE von DMDOP stand ein weiteres 
Trennsystem zur Verfiigung. Hierbei wurde als mobile Phase ein Gemisch aus n- 
Heptan und Essigsaureethylester (4:1, v/v) und als stationare Phase Kieselgel 60 
verwendet. Die Detektion wurde mit dem bereits beschriebenen jodhaltigen Reagenz 
30 durch Anfarben des Thioetherlipidteils der Substanzen durchgefuhrt. 

Im Vergleich zum IBA- und IBAE-System konnte fur die Substanz DMDOP mit 
diesem Trennsystem ein deutlich niedriger RpWeit bestimmt werden. Grund hierfur 
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ist eine im Vergleich zum IBA- und IBAE-System unpolare mobile Phase, bestehend 
aus n*Heptan und Essigs&ureethylester. Die Nachweisgrenze der Substanzen nach 
dannschichtchromatographischer Analyse und Detektion mit einem jodhaltigen 
Reagenz wurde in alien Trennsystemen mit 0. 1 ^g/ml bestinimt. 

5 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, daB mit Hilfe der beschriebenen 
dunnschichtchromatographischen Trennsysteme alle Substanzen, die nach 
derzeitigem Kenntnisstand als potentielle Metabolite von AZT-DMDOPE in Frage 
kommen, sich iiber ihre RrWerte eindeutig charakterisieren lassen. 

10 

Tab. R^Werte von AZT-DMDOPE und DMDOP nach Trennung im IBA- 
System (2-Propanol:n-Butylaceiat:Aqua bidest, 10:6:4, v/v/v) und 
Kieselgel 60 als stationarer Phase (Mitielwerte ±SD, n-6 
Bestimmungen) 

15 



Testsubstanz 


RrWert 


AZT-DMDOPE 


0.68 ± 5.2 z 10^ 


DMDOP 


0.93 ± 0.00 



Tab. Rj-Werte von AZT-DMDOPE, DMDOP, AZT und AZT-MP nach 
Trennung im IBAE System (2'Ptopanol:n''Buiylacetat:Aqua bidest^Eis- 
essig, 3:5:1:1, v/v/v/v) und Kieselgel 60 bzh^* 60 F 254 als stationarer 
20 Phase (Mittehverte ± SD, n^6 Bestimmungen) 



Testsubstanz 


RrWert 


AZT-DMDOPE 


0.57 ±1x10' 


DMDOP 


0.99 ± 0.00 


AZT 


0.85 ±0.00 


AZT-MP 


0.14 ± 0.00 
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b. Enzvmatische Spaltung von AZT-DMDOPE durch ZeMh omoyenate von stimulierten 
and nichtstimuUerten humanen PBL sowie von CEM-SS-Zellen 

Die Spaltung von AZT-DMDOPE wurde mit Hilfe eines Enzym-Assays mit ['^C]- 
5 AZT-DMDOPE und AZT-DMDOPE als Substrat untersucht 

Als Enzymquelle wurden zunachst Zellhomogenate von CEM-SS-Zellen und 
humanen PBL verwendet. 



Tab, RrWerte von AZT-DMDOPE und DMDOF nach dunnschichtchromato- 
graphischer Trennung im BS^System (n-Heptan:Essigsaureethylester, 
4:1, vA^) und Kieselgd 60 als stationiirer Phase (Mittelweite ± SD, n » 6 
Bestimmungen) 



Testsubstanz 


RrWert 


AZT-DMDOPE 


0.0 ± 0.00 


DMDOP 


0.36 ± 0.00 



Letztere wurden sowohl nach Stimulation mit PHA-M als auch in nichtstimuliertem 
Zustand direkt nach ihrer Isolierung homogenisiert und im Enzym-Assay eingesetzt. 

Zur Herstellung der Zellhomogenate wurden Zellsuspensionen mit einer Dichte von 5 
xlO^ Zellen/ml 50 mM Tris (pH 7.4) im Glashomogenisator mechanisch 
aufgeschlossen. Der ZellaufschluB wurde hierbei im Umkehr- Phasenkontrast- 
Mikroskop optisch kontroUiert. 
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Tab. RfWaU der Substatizen 1'4 (Abb. 18) nock J, 3, 6 and 24 h Inkubation 
und enjymatiseher Spaltung von f*CJ'AZT-DMOPE dutch 
Zellhomogeiiate von 5x lO' stimulierten und nicht- sdmutterten humanen 
PBL und CEMSS-ZeUen. Trennung im IBA/IBAE-System nut Kieselgel 
5 60 als stadonSrer Phase (Mittehverte ± SD, n = 4 Bestimmungen) 





RrWert 
Substanz 1 


RrWert 
Substanz 2 


RrWert 
Substanz 3 


RrWert 
Substanz 4 


CEM-SS 


0.41 

± 2.5 X 10' 


0.56 
± 2.5 X 10"* 


0.86 
± 5.8 X 10-* 


0.96 ± 0.0 


stimulierte 
humane PBL 




0.65 
± 9.5 X lO-* 


0.86 
± 5.8 X 10^ 


0.94 ± 0.0 


nichtstimulierte 
humane PBL 




0.65 
± 1.7 X 10 * 




0.92 
± 1.2 X 10 ' 



Zun&chst wurde 1 ml dieses Zellhomogenates in dem Enzym-Assay ohne vorherige 
Bestimmung der Proteinkonzentration eingesetzt. Als Substrat wurden 0.98 nmol 
1 0 ['"^Cl-AZT-DMDOPE ( 1 .67 kBq) eingesetzt. 

Zur Gewahrleistung einer Substratsattigung wurden weitere 50 nmol der 
nichtradioaktiv markierten Verbindung hinzugefugt. [**C].AZT-DMDOPE tragt die 
radioaktive Markierung im Thioetherlipidteil und eriaubt somit eine eindeutige 
1 5 Identifikation der potentiellen Metabolits [ ^ 4-C]DMDOP. 

Die Ansatze wurden for 1, 3, 6 und 24 h im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Als 
Vergleich wurde ein Ansatz ohne Zugabe von Zellhomogenat mitgefuhrt. 
AnschlieDend wurden die Spaltprodukte mit Diethylether:2-Propanol (9:1, v/v) 
20 extrahiert und dunnschichtchromatographisch im IBA- und IBAE-System analysiert 

(Abb. 18). Nach Trennung der Substanzen wurde zur Detektion der radioaktiv 
markierten Substanzen die DC-Platte 15 min im Radio-DC- Analysator gemessen. 
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Eine eindeutige Identifiziening der Metaboliten war schlieBlich durch Bestinunung 
der RrWeite tndgUch. 

Tab. Rf'Werie der Substanzen 1 und 2 (Abb. 18) nach 1, 3, 6 und 24 h 
5 InkubaHon von t^CJ-BM 21.1290 Ncl Trennung im IBA/IBAE- System 

mii Kieselgel 60 als siation&rer Phase (Mittetwerte ± SD, n - 4 
Bestimmungen) 





RrWeit 
Substanz 1 


RrWert 
Substanz 2 


CEM-SS 


0.41 ± 5.7 z 10-' 


0.56 ± 5.8 X 10'' 


stimulierte 
humane PBL 




0.65 ± 9.6 X 10^ 


nichtstimulierte 
humane PBL 




0.65 ± 1.9 X 10 * 



Die dunnschichtchromatographische Analyse der enzymatischen Spaltprodukte von 
AZT-DMDOPE durch Zellhomogenate stimulierter und nichtstimulierter humaner 
PBL wurde durch Anwendung des IBA-Trennsystems durchgefiihrt. In den sich 
anschlieflenden Experimenten mit CEM-SS-Zellhomogenat wurde die Analyse der 
Spaltprodukte im IBAE-Trennsystem durchgefiihrt. Da von beiden Trennsystemen 
die RrWerte der Reinsubstanzen ermittelt wurden, war ein direkter Vergleich der 
Ergebnisse zur Identifikation der Substanzen nach enzymatischer Spaltung von AZT- 
DMDOPE mdglich. 

Nach enzymatischer Spaltung von [**C]-AZT.DMDOPE durch Zellhomogenate 
stimulierter bzw, nichtstimulierter humaner PBL wurden drei unbekannte Substanzen 
im DC-Chromatogramm detektiert. Mit R^-Werten von 0.65 ± 9.5 x 10'^ (n = 4) und 
0.65 ± 1.7 X 10'^ (n = 4) fiir stimulierte und nichtstimulierte humane PBL konnte 
Substanzpeak 2 eindeutig der Muttersubstanz [^"^CJ-AZT-DMDOPE zugeordnet 
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werdcn. Die RrWerte von Substanzpeak 4 mit 0.94 ± 0.00 (n = 4) und 0.92 ± 1.2 x 
10'^ (n = 4) waren identisch mit den Werten von DMDOP, die durch DC-Analyse der 
Reinsubstanzen bestimmt wurden. Substanzpeak 3 mit einem RrWert von 0.86 ± 5.8 
X 10'^ (n = 4) konnte keiner der bekannten Substanzen zugeordnet werden. Die 
5 Ergebnisse wurden durch Analyse der enzymatischen Spaltung von ['X]-AZT- 

DMDOPE durch CEM-SS-Zellhomogenate bestfttigt, Substanzpeak 2 und 4 mit Rr 
Werten von 0.56 ± 2.5 x 10'^ (n = 4) und 0.96 ± 0.00 (n = 4) konnten eindeutig als 
AZT-DMDOPE bzw. DMDOP identifiziert werden, wahrend Substanzpeak 1 mit 
einem RrWert von 0.41 ±2.5x 10"^(n = 4) einem Oxidationsprodukt zugeordnet 
10 werden konnte. FUr Substanzpeak 3 konnte auch im IBAE-System nach Vergleich 

der RrWerte keine Zuordnung getroffen werden (Abb. 18). Weiterhin konnte 
gezeigt werden, daB nach Inkubation von ['"^Cj-AZT-DMDOPE ohne Zugabe von 
Zelihomogenat nur die Muttersubstanz zu detektieren war (Abb. 1 8). 

15 Aus der dumischichtchromatographischen Analyse der Reaktionsansatze konnte 

somit der Beweis geftkhrt werden, daB die Substanz DMDOP aus der Muttersubstanz 
freigesetzt wird. 



Beispiel 14: 

20 

9-(B-D-ArabinofuranosvlV2-fluoradenin-5'-DhosDhors aure-r3-dQdecvlmercaDto-2- 
decvloxvVproDvlester (Fludarabin-Koniugat) 

34.8 g (0.07 mol) Phosphorsaure-(3-dodecylmercapto-2-decyloxy)-propylester wurden in 
25 130 mi abs. Pyridin geldst, unter StickstoflF mit 15 g Methansulfonsaurechlorid versetzt 
und 3 Stunden bei Raumtemperatur gerUhrt. 

Dann wurden 20 g Fludarabin vorsichtig eingetragen und die Losung weitere 48 Stunden 
bei Raumtemperatur geruhrt. Fludarabin wurde analog zu J.Heterocyclic Chem. 16, 157 
(1979) hergestellt. 

30 Nach Hydrolyse des Reaktionsgemisches durch Zugabe von 30 ml IM 
Triethylammoniumbicarbonat-Losung und einstiindiges Ruhren wurde das Pyridin im 
Vakuum entfemt, der Rttckstand zwischen 200 ml t-Butylmethylether (MTB) und 150 ml 
Wasser verteilt, die organische Phase abgetrennt und im Rotationsverdampfer eingedampt. 
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Der Riickstand wurde chromatographisch an RP-18 mit Methanol/0.02M Acetatpuffer pH 
4 8/2 als Eluens gereinigt. 

Die produktenthaltenden Fraktionen wurden bis auf den Wasseranteil eingeengt, mit MTB 
extrahiert und die MTB-Phase mit Natriummethylat-Losung gegen Friscolyt auf pH 7 
5 eingestellt. 

Nach Abdampfen des Losungsmittels wurde der Riickstand in Aceton suspendiert, der 
amorphe Niederschlag abgesaugt und getrocknet. 

Ausbeute: 23.7 g (43 %). Amorph. Rf = 0.45 (DC-Laufinittel: Isopropanol/Butylacetat/ 
Wasser/Ammoniak SO/30/15/5). 

10 

BcisDiel IS: 

2>Chlor-2*-desoxvadenosi n-5'>phosphorsaure-f3-dodecvlmercapto-2-decvloxvV 
propvlester rCladribin-Konjugat;^ 

Ciadribin-Konjugat wurde analog zu Beispiel 14 unter Verwendung von 4.2 g 
Phosphorsaure-(3-dodecylmercapto-2-decyIoxy)-propylester, 3 g Mcthansulfonsaure, 100 
ml Pyridin und 2 g Cladribin mit 35 % Ausbeute hergestellt. Rf = 0.41 (Laufinittel wie in 
Bsp. 14). Cladribin wurde analog zu J.Am.Chem.Soc. 106, 6379 (1984) hergestellt. 

20 

Beisniel 16: 

f3>(2-Desoxv-B-D-ervthro- pentofuranosvn-3.6.7.8>tetrahvdroimida2of4.S- 
dlf 1 ,3 ldia2epin-8>olV5'-phosDhorsaure -f 3>dodecvlmercapto->2>decvloxvVpropvlester 
25 (Pentostati n-Koniugat^ 

Pentostatin-Konjugat wurde analog zu Beispiel 14 unter Verwendung von 4.2 g 
Phosphorsaure-(3-dodecylmercapto-2-decyloxy)-propylester, 3 g Mcthansulfonsaure, 100 
ml Pyridin und 2.1 g Pentostatin mit 27 % Ausbeute hergesteUt. Rf = 0.52 (Laufinittel wie 
30 in Bsp. 14). Pentostatin wurde analog zu J.Org.Chem. 47, 3457 (1982) bzw. 
J.Am.Chem.Soc. 101, 6127 (1979) hergesteUt. 
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patentansprOche 



1. Lipid-Cleavage-Enzymkomplex (LCE) frei von Phospholipase C-Aktivitat, dadurch 
5 gekennzeichnet, daB es das Konjugat AZT-DMDOPE [(3*-Desoxy-3'-azidothymidin)- 

5'-phosphorsaure-(3-dodecylmercapto-2-decyloxy)-propyIester] in AZT-MP [3- 
' Desoxy-3 -azidothymidinmonophosphat] und DMDOP [(3-Dodecylniercapto-2- 
decyloxy)-propanol] spahet oder das Konjugat FLT-DMDOPE [(3'-Desoxy-3'-fluor- 
thyniidin)-5-phosphorsaure-(3-dodecylnriercapto-2-decyloxy)-propylestCT^ in FLT- 
10 MP [3-Desoxy-3-fluorthynudin)-5'-monophosphat] und DMDOP spaltet oder das 

Konjugat 5-FU-DMDOPE [5-FIuoniridin-5'-phosphorsaure-(3-dodecylmercapto-2- 
decyloxy)-propylester in 5-FU-MP [5-Fluomridinmonophosphat] und DMDOP 
spaltet. 



15 2. LCE nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es aus Leukozyten, Monozyten, 
Tumorzellen^ Nierenzellen, Lymphozyten, Zellen des Inununo/Iymphatischen Systems 
oder Makrophagen erh&ltlich ist. 

3. Isolierte subzellul^e Systeme zur Durchfuhiung von In-vitro-Untersuchungsverfeh- 
20 ren, dadurch gekennzeichnet, daB die subzellularen Systeme mit dem Enzym nach 

einem der Anspniche 1 oder 2 angereichert sind. 

4. Verwendung des Enzyms nach einem der Anspniche 1 oder 2 zum Auffinden oder zur 
Identtfizierung von Substraten, Liganden, Inhibitoren oder Aktivatoren des LCE in 

25 einem geeigneten In-vitro-Untersuchungssystem. 



5. 



Verwendung von subzellularen Systemen nach Anspruch 3 zum Auflinden oder zur 
Identifizierung von Substraten, Liganden, Inhibitoren oder Aktivatoren des LCE in 
einem geeigneten In-vitro-Untersuchungssystem. 
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6. Ver&hren zum AufiBnden von Verbindungen, die als Substrat, Ugand, Inhibitoren 
Oder Aktivatoren des LCE's nach dnem der AnsprOche 1 oder 2 fungieren, dadurch 
gekennzeichnet, daB in einem geeigneten Untersuchungssystem die Spaltprodukte 
nachgewiesen werdm. 

5 

7. Verfahren zum Auffinden von LCE-Analoga, in dem nach Anspruch 6 beschriebenen 
Ver&hren aufgefiindene Verbindungen in dnem Screening-System verwendet werden. 

8. LCE-Analoga, erhfiltlich nach einem Verfahren nach Anspruch 7. 

9. LCE Oder LCE-Analoga nach einem der Ansprtlche 1, 2 oder 8, wobei das En^ bei 
konjugaten vom Typ L-B-D, in denen L dn lipidShnlicher Rest, B eine 
Phosphatbriicke oder eine Thiophosphatbriicke und D eine pharmakologisch aktive 
Substanz bedeutet oder B-D ein Wirkstoff Phosphonat darstellt, eine Spaltung der 
kovaienten Bindung zwischen dem Lipidteil L und dem Rest -B-D induziert. 

10. LCE Oder LCE-Analoga nach einem der Ansprtiche 1, 2, 8 oder 9, dadurch 
gekennzdchnet, daB die Aktivitit des Enzyms bei der Spaltung des Konjugates in 
aktivierten Immunzelloi, humanen Leukozyten, Mono^en, Tumorzellen, 
Lymphozyten, Nierenzellen, ZeUen Immuno/lymphatischen Systems oder 
Makrophagen mindestens um den Faktor 2 hdher ist im Vergleich zu nicht aktivierten 
Zellen. 

1. LCE Oder LCE-Analoga nach einem der Anspruche 1. 2 oder 8-10, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Aktivitat des Enzyms durch Ca^*. Zn2+ oder Mn2+ inhibiert 
wird. 

2. Verwendung eines kovaienten Konjugates eines Lipid-Derivates und einer pharma- 
kologisch aktiven Substanz zur Herstdlung eines Arzneimittds zur gezielten Frd- 
setzung des Restes -B-D in geeigneten ZielzeUen, wobd der Lipidtdl des kovaienten 
Konjugates ein Targeting des Konjugates zu den ZielzeUen, Geweben oder Organen 
und dnen Transport des Konjugates oder des Restes -B-D durch die Zellmembran 
dieser ZielzeUen hindurch bewirkt, die Spaltung des Konjugates durch ein 
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membranstllndiges Enzym nach einem der Anspruche 1, 2 oder 9-11 erfolgt, so daB 
dne spezifische Anreichening des Restes -B-D oder D intrazeUular resultiert. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei die Spaltung des kovalenten Konjugates im 
5 wesentlichen an oder in der Membran oder in den betreffenden Zielzellen erfolgt. 

14. Verwendung nach Anspnich 12, wobd das Arzndmittel die Nebenwirkungen im 
Vergleich zur Verabrdchung der freien, nicht an an Lipid gd}undenen Rest -B-D 
oder D vermindert. 

10 

15. Verwendung nach Anspruch 12 oder 13, wobei das Konjugat im wesentlichen nicht 
im Plasma oder in der Leber gespaltrai wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 12 oder 13, wobei die Zielzellen humane Leukozyten, 
15 Monozyten, Makrophagen, tnununologische Zellen, Tumorzellen oder Zellen des 

lymphatischen Systems, von Niere, Milz oder Gehim sind. 

17. Verwendung nach dnem der Anspruche 12 - 16, wobei das Arzneimittel geeignet ist, 
die intrazellul&re Konzentration des Restes -B-D oder D in den Zielzellen urn 

20 mindestens 10% im Vergleich zur Verabrdchung der freien, nicht an ein Lipid Reste- 

gebundenes -B-D oder D zu erhdhen. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, wobei die Konzentration der aktiven Substanz in 
den Zielzellen um nundestens 50% erh6ht wird. 

25 

19. Verwendung nach dnem der Anspriiche 12 - 18, wobei das Arzneimittd in einer 
Dosieningsdnhdt verabrdcht wird, die dnen niedrigeren Squivalenten Gehalt der 
konjugierten Substanz -B-D oder D im Vergleich zu der freien nicht-konjugierten 
Substanz enthaltenden Darrdchungsform aufwdst. 

30 

20. Verwendung nach Anspruch 19, wobd der aquivalente Gehalt der konjugierten 
Substanz -B-D oder D weniger als 50 % im Vergleich zu der frden nicht-konjugierten 
Substanz enthaltenden Darrdchungsform betragt. 
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21. Venvendung nach einem der AnsprOche 12 - 19 zur Hersteliung von Arzneimittein 
zur Vemunderung von Organtoxizitaten von phaimakologisch aktiven Substanzen. 

22. Venvendung nach einem der Anspniche 12 - 20 zur Hersteliung von Arzneimittein 
zur Verminderung der Knochenmarktoxizit&t von pharmakologisch aktiven Sub- 
stanzen. 

23. Verwendung nach einem der Anspruche 12 - 20 zur Hersteliung von Arzneimittein 
zur Vermindenmg der Cardiotoxizit&t, Nephrotoxizitat, Hamatotoxizitat, 
Hepatoxizitat oder Neurotoxizitat von pharmakologisch aktiven Substanzen. 

24. Verwendung nach einem der AnsprQche 12 - 20 zur Hersteliung von Arzneimittein 
zum gezielten Transport von pharmakologisch aktiven Substanzen Ober die Blut- 
Him-Schranke. 

15 25. Verwendung nach Anspruch 24, wobei die pharmakologisch aktive Substanz in Zellen 
des Gehims angereichert wird. 

26. Verwendung nach Anspruch 24 oder 25, wobei es sich bei der pharmakologisch 
aktiven Substanz um ein oral applizierbares Therapeutikum handelt. 



10 



20 



25 



30 



27. Verwendung nach einem der Anspniche 12-26, wobei das Konjugat ein WirkstofF 
der Forme! L-B-D is! und L den Lipidteil, B ein Valenzstrich, eine 
Phosphatbrtickeoder eine Thiophosphatbriicke und D eine pharmakologisch aktive 
Substanz darstellt bzw. B-D ein WirkstoSphosphonat ist. 

28. Verwendung eines kovalenten Konjugates L-B-D nach Anspruch 27, wobei L einen 
Rest der Formel II 

— X — CHo 



R^— Y— CH 



(II) 

(CH2)m — 



darstellt, wobei 
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eine geradkettige oder verzwdgte, ges&ttigte oder ungesftttigte Alkylkette mit 1- 
30 Kohlenstoflfatomen, die gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch Halogen, 
Cs-C-rCycloalkyl, Phenyl, Ci-C6"Alkoxy-, C i -C6- Alkylmercapto-, Cj-Ce- 
Alkoxycarbonyl-, Ci-Cg-Alkylsulfinyl- oder Ci-C5-Alkylsulfonylgruppen 
5 substituiert sein kann, 

Wasserstofif^ eine geradkettige oder verzweigte, gesattigte oder unges^ttigte 
Alkylkette mit 1-20 Kohlenstoffatomen, die gegebenenfalls ein- oder mehrfach 
durch Halogen, Cs-C7-Cycloalkyl, Phenyl. Ci-C6-Alkoxy-, Ci-Cs- 
10 Alkylmercapto-, Cj-Cg-AIkoxycarbonyl- oder C]-C5-Alkylsulfonylgnippen 

substituiert sein kann, 

X einen Valenzstrich, Sauerstoff, Schwefel, Aminocarbonyl, Oxycarbonyl, 
Carboxyamino, Carbonyloxy, die Sulfinyl- oder die Sulfonylgruppe darstellt, 

15 

Y ein Valenzstrich, Aminocarbonyl, Oxycarbonyl, Carbonylamino, Carbonyloxy, ein 
Sauerstoff- oder Schwefelatom ist, und 

m eine Zahl zwischen 1 und S darstellt. 

20 

29. Verwendung eines kovalenten Konjugates L-B-D nach Anspnich 28, wobei R^ eine 
geradkettige oder verzweigte Cg-Ci5-Alkylgruppe, die durch eine C i -Cg-Alkoxy- 
oder eine C|-C5-Alkylmercaptogruppe substituiert sein kann, bedeutet, und insbeson- 
dere eine Nonyl-, Decyl-, Undecyl-, Dodecyl-, Tridecyl- oder Tetradecylgruppe dar- 

25 stellt. 

30. Venvendung eines kovalenten Konjugates L-B-D nach einem der AnsprQche 28 oder 
29, wobei R^ eine geradkettige oder verzweigte Cg-Cis-Alkylgruppe, die durch eine 
Cj-Cg-Alkoxygruppe oder eine Ci-Cs-Alkylmercaptogruppe substituiert sein kann, 

30 bedeutet, und insbesondere eine Octyl-, Nonyl-, Decyl-, Undecyl-, Dodecyl-, 

Tridecyl- oder Tetradecylgruppe darstellt. 
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31. Verwendung eines kovalenten Konjugates L-B-D nach einem der AnsprHche 27 - 30, 
wobei X ist ein Schwefelatom, eine Sulfinyl- odM- Sulfonylgrappe bedeutet. 

32. Verwendung eines kovalenten Konjugates L-B-D nach einem der Anspriiche 27-31, 
5 wobei Y ein Sauerstoflfatom bedeutet. 



33. Verwendung eines kovalenten Konjugates L-B-D nach einem der Anspriiche 27 - 32. 
wobei m die Zahlen 1 oder 2 bedeuten. 

10 34. Verwendung dnes kovalenten Konjugates L-B-D nach einem der AnsprOche 27 - 32, 
wobei m gleich 1, und X gleich S, Y gleich O, R' gleich einen Dodecylrest und 
einem Decylrest entspricht. 

35. Verwendung eines kovalenten Konjugates L-B-D nach Anspruch 27, wobei X und Y 
15 einen Valenzstrich darstellen, r2 gjeich Wasserstoff ist und R> eine Ci-CsQ-Alkyl- 

kette darsteUt. die gegebenenfalls durch Ci-C6-Alkoxy, oder Ci-Ce-AIkylmercapto 
substituiert sein kann. 



36. Verwendung eines kovalenten Konjugates L-B-D nach einem der Anspriiche 27 - 35, 
wobei B eine Phosphatbrttcke der Formel III 

-0-{PZ(OH)AJ- (III). 

darsteUt, in der n die Zahlen 1, 2 oder 3 und Z gleich O oder S ist, A entweder O, S 
Oder einen Valenzstrich bedeutet. 



Verwendung eines kovalenten Konjugates L-B-D nach einem der Anspriiche 27 - 36, 
wobei D oder B-D eine pharmakologisch aktive Substanz darsteUt, ausgewfihit aus 
der Gruppe der amiviralen, antiretroviralen, cytotoxischen, cytostatischen, 
antitumoralen, immunsupprimierenden oder immunstimulierenden Substanzen. 
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38. Verfehren zur HersteUung von ArzneiiTUtteln zur gezielten Freisetzung von Substanzen 
-B-D Oder D in ZielzeUen, wobd diese ZieLzellen das Lipid-Cleavage-Enzym oder 
LCE-Analoga nach einem der Anspriiche 1. 2 oder 8 - 11 enthalten, umfassend die 
Schritte 

5 

a) AuswShlen einer pharmakologisch aktiven Substanz, 

b) HersteUen eines kovalenten Konjugats aus der pharmakologisch aktiven Substanz 
und einem lipidartigen Tr&germolekiil, 

10 

c) und HersteUen einer pharmazeutischen Darreichungsform. die als WirkstofF das 
nach b) hergesteUte Konjugat, sowie weitere pharmazeutische Hilfs- oder Triger- 
stoffe enthalt. 

15 39. Lipidkonjugate der Formel I vom Typ L-B-D (I), ausgewahlt aus der Gruppe der 
folgenden Substanzen: 

2-Fluor-9-(b-D-arabinofiiranosyl)adenin-5'-phosphorsaure- 
(3-dodecylmercapto-2-decyIoxypropyl)ester, 
20 2-Chlor-2'-desoxyadenosin-5'-phosphorsaure-(3-dodecylmercapto- 

2- decyloxypropyl)ester, 

3- (2-Desoxy-b-D-erythropentofuranosyl)-3.6,7,8-tetrahydro-imida20- 
[4,5-d][l,3]-diazepin-8-ol-5'-phosphorsaure-(3-dodecylmercapto-2- 
decyloxypropyl)ester. 

25 

40. Diagnostisches Mittel enthaltend LCE oder LCE-Analoga nach einem der Anspriiche 
1, 2 Oder 8 - 11 zur DurchfUhrung von Bestimmungsverfahren fiir Substrate. 
Liganden, Aktivatoren oder Inhibitoren des lipidspaltenden Enzyms. 

30 41. Mittel zum Auffinden von Substanzen, die als Substrate oder Liganden des Enzyms 
fungieren, enthaltend eine ausreichende Menge des isolierten oder in Zellpraparaten 
angereicherten LCE oder LCE-Analoga nach einem der Anspriiche 1, 2 oder 8-11, 
sowie geeignete Stabilisierungsmittel. 
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42. Diagnostisches Mittel enthaltend eine Verbindung nach Anspmch 27 zur Bestimmung 
von pathologischen Veranderungen aufgrund erhdhter oder reduzierter Enzym- 
Aktivitat oder EnqonaflBnitfit, die mit entsprechenden Erkrankungen oder 
Krankheitssymptomen etnhergehen. 
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